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プラスチックスは軽くて強いため，幅広い分野で包装材として使用されている．しかし，プラスチッ
クスは自然界で分解されないため，使用後のプラスチックスがいたるところに残り，野生生物などにも
深刻な危害を与えている．さらに，プラスチックス廃棄物の焼却処理はダイオキシンのような猛毒ガス
を発生する可能性もあり，各種プラスチックス包装材の処理方法が大きな社会的問題となっている．こ
れらの問題を解決する一つの手段として，生分解性・可食性包装材の開発とその普及が強く期待されて
いる．一方，カニ足かまぼこのような新製品の開発が足踏み状態にあるなどの理由で，近年水産練り製
品の生産量が低下している．これに伴って，その原料である冷凍すり身の消費量も減少し，冷凍すり身
の新規利用方法の開発が望まれている．このような背景のもと，本研究では，スケトウダラ冷凍すり身
を利用した可食性フィルムの開発について検討した． 
第 1 章において，スケトウダラ冷凍すり身を用いて，各種 pH 条件下ですり身タンパク質フィルムの
調製を試みた．その結果，pH5～6 以外の範囲でフィルムの形成が可能であることを明らかにした．フ
ィルムの引っ張り伸び率(EAB)および水蒸気透過性(WVP)は pH の影響をほとんど受けなかった．一方，
すり身タンパク質の等電点(pH5.2～5.5)から離れるに従って，フィルムの引っ張り強度(TS)は増加した．
特に酸性側で調製したフィルムの強度が最も高く，透明になった．酸性側で調製したすり身フィルムで
はミオシン重鎖(MHC)の分解が生じ，フィルム形成に疎水性結合が重要な役割を果たしていることを明
らかにした． 
第 2 章では，酸性域における MHC 分解に関与する酵素を検討した結果，内在酸性プロテアーゼの最
適 pH と最適温度はそれぞれ pH 3.0 と 45°C であること，並びにペプスタチン A＋システインプロテア
ーゼインヒビターにより MHC の分解が完全に抑えられたことから，すり身中に存在するプロテアーゼ
はカテプシン D とシステインプロテアーゼであることが示唆された．一方，MHC の分解に伴いフィル
ムの強度が減少したことから，フィルムの強度と MHC の分解程度との定量的関係 TS [MPa] = 0.92 ln 
(MHC 含量) +2.80 (R2=0.99)を明らかにした．さらに，すり身フィルム形成に疎水性結合が主として重要
な役割を果すこと及び MHC の分解に伴いイオン結合と疎水性結合が増加することを認めた． 
第 3 章において，フィルム形成溶液(pH 3)の加熱に伴いタンパク質の表面疎水性基量と SH 基量が増
加したことより，加熱処理はすり身タンパク質の unfolding を促進させ，タンパク質溶解度の増加がも
たらされることを明らかにした．一方，70°C 以上で加熱すると内在酸性プロテアーゼによる MHC 分解
は抑制されたが，100°C で 10 分間以上加熱すると MHC の酸による加水分解が生じた．さらに，フィル
ム形成の最適条件は，フィルム形成溶液(pH 3)の 70°C‐20 分間加熱であることを見出した． 
第 4 章では，すり身フィルムが使用されるまでの保存期間中に生じる性状変化とすり身フィルムのヒ
ートシール形成性について検討した．40°C，相対湿度(RH)40%保存中にすり身フィルムの b*(青－黄)値
が増加し，黄色化ないし褐色化することを明らかにした．また，保存中に，すり身フィルムの TS や WVP
の増加，さらに紫外線透過率の減少を認めた．すり身フィルムの MHC 含量とフィルムの b*値の間に高
い負の相関性(R2=0.92)が認められ，フィルムの MHC 含量が少ないほど b*値は高くなったことから，す
り身フィルムの変色は主として MHC とショ糖が加水分解されて生じた還元糖との間に起こるメイラー
ド反応に起因すると推測した．一方，すり身フィルムはヒートシール性を有することが確認された．フ
ィルムのヒートシール温度，時間がすり身フィルムのシール性状に及ぼす影響，並びに DSC で測定し
たすり身フィルムタンパク質の融解温度から，160～170°C がすり身フィルムのシール強度に対して最適
ヒートシール温度領域であることを明らかにした．すり身フィルムのヒートシール部に生じるタンパク
質高分子画分は，すり身タンパク質間の重合によると考えられた． 
第 5 章では，可食性すり身フィルムの酸素透過性(PO2)を調べ，すり身フィルムの PO2はプラスチック
スフィルム(OPP)より 100 倍程低いことを明らかにした．また，すり身フィルムのラジカル捕捉能，還
元力並びにフィルムを浸漬したイワシ油の酸化進行程度から，すり身フィルム自体が抗酸化能を持つこ
とが示唆された．次に，OPP フィルム又はすり身フィルムで包装したイワシ油を 40°C, 40%RH の暗所
で貯蔵した．イワシ油の過酸化物価(PV)とチオバルビツール酸反応物質(TBARS)を測定した結果，OPP
フィルムで包装したイワシ油の酸化はある程度抑制されたが，すり身フィルムで包装するとイワシ油は
酸化されなかった．貯蔵中にすり身フィルムの MHC は，脂質酸化によって生成するアルデヒド類によ
る架橋反応を介して重合した． 
最後に第 6 章では，以上の結果をまとめて，本研究で得られたすり身フィルムの包装材としての利用
方法を考察し，今後の展望についても述べた． 
Development of edible films prepared from frozen Alaska pollack surimi 
Synthetic polymer films have been used in a wide range of application since they are cheap 
and light in weight. However, they are not biodegradable, and their accumulation leads to 
environmental pollution with serious ecological problems. With the increasing population and 
stress on limited resources and the environment, use of renewable resources to produce edible 
and biodegradable films that can improve product quality and reduce waste problems has been 
explored. On the other hand, the production of frozen surimi and the consumption of 
surimi-based products have been gradually declining in Japan in recent years, partly due to the 
lack of the introduction of new products. Therefore, the present study was undertaken to 
develop edible films prepared from frozen Alaska pollack surimi. 
In Chapter 1, the effect of pH on surimi film properties was determined. Surimi films could 
be formed in the pH ranges from 2 to 4 and from 7 to 11. Elongation at break (EAB) and water 
vapor permeability (WVP) of surimi films were not markedly influenced by pH. At pHs above 
or below the isoelectric point (pH 5.2-5.5), tensile strength (TS) of surimi films increased. 
Under acidic conditions, surimi films became most strong and transparent, but it was found that 
myosin heavy chain (MHC) of surimi proteins was degraded and hydrophobic interactions were 
mainly involved for the formation of surimi films. 
In Chapter 2, the existence of endogenous acid proteinases in Alaska pollack surimi and their 
effect on mechanical properties of surimi films were investigated. The optimum pH of acid 
proteinases involved in the degradation of MHC was 3.0, and the optimum temperature was 
45°C. The degradation of MHC was completely inhibited by pepstatin A together with any one 
of cysteine proteinase inhibitors, suggesting that acid proteinases present in surimi are mainly 
cathepsin D and cysteine proteinases. A high correlation between TS and MHC content 
(R2=0.99) was observed and expressed by the following equation: TS [MPa] = 0.92 ln (MHC 
content) +2.80. The hydrophobic interactions played an important role for the formation of 
surimi films, but ionic bonds and hydrophobic interactions also increased with the MHC 
degradation. 
In Chapter 3, surface hydrophobicity and reactive SH group of surimi proteins were found to 
increase by the heat treatment of film-forming solutions (pH3), indicating that the heat treatment 
of surimi solutions could induce the unfolding of surimi proteins, thus increasing surimi protein 
solubility at pH 3. On the contrary, the degradation of MHC was suppressed above 
70°C-heating, but MHC was degraded after 10 min of 100°C-heating due to acid hydrolysis at 
pH 3. The best condition to form strong surimi films was found to be heating the film-forming 
solutions (pH 3) at 70°C for 20 min. 
In Chapter 4, the changes of surimi film properties during storage and heat sealability of 
surimi films were investigated. The b* value increased gradually throughout the storage at 40°C 
and 40% RH, suggesting that browning reactions took place during the storage period. TS and 
WVP of surimi films increased during storage, but UV light transmission decreased. A high 
negative correlation between MHC content and b* (R2=0.92) was observed, indicating that the 
Maillard reaction of MHC and reducing sugars formed by the hydrolysis of sucrose in the acidic 
surimi solutions occurred during the storage. On the other hand, it was confirmed that surimi 
films had heat sealability. The effect of heat sealing temperature and time on surimi film 
sealability and melting temperature of surimi film proteins was determined and found out that 
the optimum heat sealing temperature was 160～170°C for surimi films. The formation of high 
molecular weight fractions in the sealed joint of surimi films was probably due to the 
polymerization of melted surimi proteins. 
In Chapter 5, the oxygen permeability (PO2) of surimi films was determined, and it was 
observed that PO2 of surimi films was 100-fold lower than OPP film. Moreover, it was revealed 
that surimi films themselves possessed antioxidative properties based on DPPH radical 
scavenging activity, reducing power and preventive effect of surimi films on sardine oil 
oxidation. Sardine oils in OPP film pouches or surimi film pouches were stored for 40 days at 
40°C in the dark. PV and TBARS values of sardine oils were determined periodically for 120 
days. The OPP film could slow down the oxidation of sardine oil, but the oxidation of sardine 
oil was completely inhibited by using surimi film pouches. Furthermore, the polymerization of 
MHC in surimi films was observed during the storage at 40°C. 
In the last Chapter, the possible use of the edible surimi films developed in this study was 
discussed. 
序 論 
1. 本研究の背景および着目点 
プラスチックスは，軽くて強い，成型しやすい，腐食しにくい，水・気体を通さない，
電気絶縁性・耐熱性に優れているなどの性質を持っているため，幅広い分野で使用され
ている．日本国内のプラスチックス生産量は，1960年代から年々増加して 1997年の 1521
万トンをピークに一端減少したが，ここ数年は横ばいで推移しており，2007 年は 1419
万トンであった(Fig. 1)．しかし，世界におけるプラスチックス生産量の増加は止まらな
い状況である(Fig. 2)．また，プラスチックスは自然界で分解されないため，使用後のプ
ラスチックスがいたるところに残り，野生生物などにも深刻な危害を与えている．さら
に，プラスチックス廃棄物の焼却処理は高熱を発生し，ダイオキシンのような猛毒ガス
を発生する可能性もあり，各種プラスチックス包装材の処理方法が大きな社会的問題と
なっている．また，プラスチックスの原料である化石資源の枯渇に伴う資源・エネルギ
ー問題も議論されるようになっている．これらの問題を解決する一つの手段としては，
再資源化が可能な原料，焼却に伴い有害物質が発生しない原料，埋め立てても分解する
生分解原料などを用いることが考えられる． 
近年，このような状況に対応する包装材の一形態として，自然からの原料であるタン
パク質，多糖類や脂質などを用いた生分解性あるいは可食性フィルムに関する研究・開
発が注目されている(Krochta and Mulder-Johnston，1997)．東京海洋大学食品生産科学科
食品加工学研究室では，水産加工残滓の有効利用や環境に優しい包材の開発を目的とし
て，可食性魚肉水溶性タンパク質フィルム(Iwata ら，2000)，魚類筋原繊維タンパク質フ
ィルム(Shiku ら，2003)の研究を行った結果，魚肉から抽出したタンパク質がフィルム
形成能を持っていることを明らかにしている．さらに，Hamaguchi ら(2007)はタンパク
質の抽出を行わず，魚肉から直接フィルムを調製できることも報告している．しかしな
がら，魚肉には陸上動物肉に比べて，鮮度低下が速く，腐敗しやすい欠点がある．また，
魚介類は海流，プランクトン量，資源量などにより，漁獲量に大きな変動が生じたり，
漁場が変わることはよく起こる現象である．これらのことから，魚肉から直接可食性フ
ィルムの新規用途開発を行うのは実際には難しいと考えられる． 
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一方，冷凍すり身は，1960 年代にスケトウダラ魚価の安定化，スケトウダラの有効
利用を目的に開発された(新井，山本，1986)．また，冷凍すり身は，水洗した魚肉落と
し身に糖類のようなタンパク質冷凍変性防止剤を加えて凍結した，長期保存できる練り
製品原料である(木村，2003)．この冷凍すり身技術が開発されてから，日本におけるか
まぼこをはじめとした水産練り製品の生産量は飛躍的に増加した．現在でも日本の水産
加工食品中において，最大の生産高を誇っているのが練り製品である．しかしながら，
カニ足かまぼこのような新製品の開発が足踏み状態にあり，さらに冷凍すり身の価格の
上昇と生産量の低下などの理由で，近年水産練り製品の生産量が低下している(木村，
2003)．これに伴って，冷凍すり身の消費量も減少している(Fig. 3)．従って，原料とし
て安定に入手できる冷凍すり身の新規利用方法の検討が望まれている． 
本研究では，冷凍すり身の新規利用の一環として，また環境に優しい包材の開発を目
的として，冷凍すり身を原料とした可食性すり身フィルムの調製，性状改善，利用につ
いて検討した． 
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2. 既往の研究 
 数百年前中国で，新鮮果物の水分蒸発を防止して貯蔵期間を長くするために，オレン
ジまたはレモンをワックスコーティングしたことが，可食性フィルムの初めらしい
(Hardenberg, 1967)．16 世紀，食品の乾燥を防止する目的で，イギリス人が脂肪で食品を
コーティングした(Labuza and Contrereas-Medellin, 1981)．しかし，当時の利用方法はほ
とんど水分蒸発の防止が目的で，使用範囲は極めて限られていた． 
近年，可食性フィルムに関する材料と利用研究が，広い範囲で盛んになりつつある．
可食性フィルムの利用も，包装材として冷凍食品，即席麺，冷凍麺などの具材，調味オ
イル，冷凍調味液，ペースト調味料などに用いられる他，ペースト状食品や魚卵の成型
用包材としても使われている．また，食品の表面に色の付いたフィルムや可食性インキ
で印刷したフィルムを飾りとして載せたり，冷凍食品の加工補助資材，さらには青果物
の鮮度保持包装，ソーセージのケーシング，チョコレートのコーティングによるロール
カステラ/アイスクリーム間の水分移動の遮断などにも用いられている．可食性フィル
ムはこのように食品分野で用いられる他に，医薬品，化粧品といった分野においても利
用され，その利用範囲は今後さらに広がると考えられる． 
可食性フィルムとは，食品に対して水蒸気，ガス，香気，脂質の透過あるいは各種成
分の移動を抑制することにより食品の品質を維持し，さらには食品のテクスチャーや保
存性を向上させるために利用されるプラスチックス製包材の代替品である(Krochta ら，
1997)．これら可食性フィルムは，包装材として食品を包装できる上，さらに食品自体
の成分として食べられるため，環境に対して汚染をもたらすことはない．また，機能性
成分たとえば抗酸化剤，抗菌剤，防腐剤，調味料などの食品添加物を可食性フィルムに
加えると，脂質酸化，微生物および腐敗などによる食品劣化を防止でき，食品のシェル
フライフが延長できる． 
可食性フィルムの主構成成分としては，タンパク質，多糖類や脂質などの自然生体ポ
リマーが利用され，その他の成分としてはソルビトール，グリセリンのような食べられ
る可塑剤が使われている(Krochtaら，1997)．フィルムの調製方法には，浸漬法(dipping)，
スプレー法(spraying)，キャスティング法(casting)などがある(Donhowe and Fennema, 
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1994)．実験室で用いられている可食性フィルムの製造は，ほとんど上記の素材を可溶
化して得られたフィルム形成溶液をキャスティング法によって乾燥して行われている． 
可食性フィルムは，使用原料により多糖類可食性フィルム，脂質可食性フィルム，タ
ンパク質可食性フィルムに分類できる．多糖類可食性フィルムとしては，動物多糖類例
えばキトサンフィルム(Lazaridou and Biliaderis, 2002)，植物多糖類例えばセルロースフィ
ルム(Ayranci and Tunc, 2001)，でん粉フィルム(Rodríguezら，2006)，ペクチンフィルム
(Maftoonazadら，2007)，locust bean gumフィルム(Aydinli and Tutas, 2000)，アルギン酸フ
ィルム(Rojas-Graüら，2007)，微生物多糖類例えばジェランガムフィルム(León and Rojas, 
2007)，ザンサンフィルム(Soaresら，2005)，プルランフィルム(田中，1991)などに関す
る研究報告が少なくない．一般的に多糖類フィルムは機械的性質と透明度が優れ，中で
もキトサンフィルムは抗菌作用を有することが報告されている(Chiuら，2007)．しかし
ながら，多糖類分子は親水基を多く持っているため，それらから作られたフィルムは水
蒸気を透過しやすい． 
一方，脂質フィルムによく利用される材料は，植物油，脂肪酸，脂肪酸アルコール，
モノグリセリド，トリグリセリド，ワックス類および表面活性剤などである(Kester and 
Fennema, 1986)．これら材料は非極性で，緻密なネットワーク構造を有するため，形成
されたフィルムの水蒸気透過性は多糖類フィルムやタンパク質フィルムより顕著に低
い．しかし，脂質フィルム自体は柔軟性や強度に劣るため，フリースタンディングフィ
ルムとしての利用が不適当であり，通常タンパク質や多糖類などと併用して混合フィル
ムとして利用されている． 
タンパク質は自然界に大量に存在し，それ自体がフィルム形成能と栄養価を持つこと
から，現在広く研究されている．タンパク質フィルムは機械的性質に優れる他，酸素透
過性が合成フィルム，糖類フィルムや脂質フィルムより低いことも報告されている(Cuq
ら，1998a)．多糖類や脂質とは違い，タンパク質は主に 20 種類のアミノ酸によって構
成されている．アミノ酸は，側鎖の構造によって，水に対する溶解性が異なる．タンパ
ク質分子同士は，静電相互作用，水素結合，ファンデルワース力，疎水性相互作用，ジ
スルフィド結合によって結び付いている．酸性pH，アルカリ性pH，加熱，変性剤，濃
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厚塩，界面活性剤，高圧などによりタンパク質の高次構造を支える結合が切れ，ランダ
ムコイル状にほどけたunfolding状態になる(Cheftelら，1985)．通常魚肉練り製品は魚肉
すり身を塩ずりして溶解した筋原繊維タンパク質のゲル形成能を利用している(Whiting,
1988; Lavelle and Foegeding, 1993)．しかし，すり身フィルムの場合，食塩水による抽出
で得られるフィルム形成溶液からフィルムを調製すると，乾燥したフィルム上に食塩が
析出し，良好なフィルムが得られない(加部，2007)．そこで本研究では，pH変化により
タンパク質を可溶化させてフィルムの調製を行った．今のところ，一般的に可食性フィ
ルムの調製に用いられるタンパク質は，
 
コーンゼイン(Ku and Song, 2007)，大豆タンパ
ク質(Solimanら，2007)，ホエータンパク質(Goungaら，2007)，小麦グルテンタンパク質
(Gennadios, 1993)，ピーナッツタンパク質(Jangchud and Chinnan,1999)，コラーゲン/ゼラ
チン(O'Sullivanら，2006; Jongjareonrakら，2007)，魚類タンパク質などである．魚類タン
パク質をベースとした可食性フィルムとしては，Okamoto (1978)が行った筋原繊維タン
パク質の研究が最初である．その後Cuqら(1995)は，イワシ魚肉筋原繊維タンパク質を
用いたフィルムの調製とフィルムの形成メカニズムに関する研究を行い，調製方法の変
化による筋原繊維タンパク質フィルムの性状変化について調べている(Gontardら，1996; 
Cuqら，1996a; 1996b; 1997a; 1997b;1997c; 1997d; 1998b)．また，ブラジルの研究者らは，
ティラピアを用いた筋肉タンパク質フィルムについて研究している(Sobralら，2002; 
2005; Paschoalickら，2003; García and Sobral, 2005)．しかしながら，安定に入手できるス
ケトウダラ冷凍すり身を用いたすり身フィルムに関する研究は皆無である．そこで本研
究では，スケトウダラ冷凍すり身を原料として着目し，可食性すり身フィルムの調製，
タンパク質溶解性に関連するフィルム形成メカニズム，フィルムの性状改善，利用に関
する一連の研究を行った． 
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Fig. 1  Amount of plastics production in Japan (Data from the Japan Plastics Industry 
Federation, 2007). 
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Fig. 2  Amount of plastics production in the world (Data from the Japan Plastics Industry 
Federation, 2005). 
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Fig. 3  Amount of surimi and boiled fish paste production in Japan (Data from Ministry of 
Agriculture, Forestry and Fisheries, 2006). 
surimi production， boiled fish paste production  
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第 1 章 スケトウダラすり身フィルムの調製と性状 
1-1 背景 
1950 年代に北海道周辺で大量に漁獲されていたスケトウダラを有効利用する目的で
冷凍すり身技術が開発されてから，日本におけるかまぼこをはじめとした水産練り製品
の生産量は飛躍的に増加した．しかしながら，カニ足かまぼこのような新製品の開発が
足踏み状態にあるなどの理由で，近年水産練り製品生産量が低下している．これに伴っ
て冷凍すり身の消費量も減少している．従って，冷凍すり身の新規利用方法の開発が望
まれている． 
一方，水産練り製品をはじめとした食品に使用されている包装材料は，一部の紙やア
ルミ箔を除くとほとんどがプラスチックスである．プラスチックスは軽くて強いため，
幅広い分野で使用されている．しかし，プラスチックスの焼却はダイオキシンのような
有害物質を発生する危険性があり，各種プラスチックス包装容器の処理方法が大きな社
会的問題となっている．これらの問題を解決するひとつの手段として，生分解性あるい
は可食性包材の利用が挙げられる． 
東京海洋大学食品生産科学科食品加工学研究室では，これまで水産加工残滓の有効利
用および環境に優しい包材の開発を目的として，生分解性・可食性魚肉水溶性タンパク
質フィルム(Iwata ら，2000)，筋原繊維タンパク質フィルム(Shiku ら，2003)の調製方法
とそれら性状の改善について研究を遂行してきた．本章では冷凍すり身の新規利用方法
の開発の一環として，スケトウダラすり身フィルムの性状に及ぼすフィルム形成溶液の
pH の影響とフィルム形成メカニズムについて検討した． 
1-2 実験方法 
1-2-1 試料 
SA 級スケトウダラ冷凍すり身をニチモウ株式会社より入手した．なお，本すり身の
水分含量は 75%(測定値)で，ソルビトール 4%，ショ糖 4%，ポリリン酸 0.3%を含有し
ていた． 
1-2-2 アミノ酸分析 
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すり身を 6M HCl で 20 時間加水分解した後，アミノ酸自動分析計(MLC-703，アトー
株式会社製)を用いてアミノ酸分析を行った． 
1-2-3 フィルム形成溶液の調製 
フィルム形成溶液は Shiku ら(2004)の方法に従って作成した．スケトウダラ冷凍すり
身のタンパク質濃度が 2%，グリセリン(可塑剤)が 1%となるようにすり身懸濁溶液を調
製し，さらに 1M NaOH または 1M HCl を用いて pH を調整した．本溶液をガラスホモ
ジナイザー(柴田科学株式会社製)で十分に均質化させ，次いで Hybrid Mixer (HM-500，
キーエンス株式会社製)により脱泡してフィルム形成溶液を調製した． 
1-2-4 すりタンパク質の溶解性 
作成したすり身フィルム形成溶液に溶解したタンパク質量に及ぼす pH の影響を調べ
た．すり身フィルム形成溶液を遠心分離(5000 × g, 30 分間)した後，上澄液のタンパク質
濃度を Lowry 法(1951)により測定した． 
1-2-5 フィルムの調製 
作成したフィルム形成溶液 4g をシリコン樹脂製の枠(5 cm × 5 cm)内に流し込み，恒
温恒湿機(H110K；星和理工株式会社製)を用いて，25±0.5°C，相対湿度（RH）50±2%で
24時間乾燥させてフィルムを調製した．フィルムをシリコン樹脂板から丁寧に剥がし，
25±0.5°C，RH 50±2%の恒温恒湿機内で，さらに 48 時間コンディショニングした後，以
下の実験に供した． 
1-2-6 フィルムの機械的性質の測定 
 引っ張り強度(Tensile strength, TS)および引っ張り伸び率(Elongation at break, EAB)は
Shiku ら(2004)の方法に従って測定した．すなわち，幅 20 mm，長さ 45 mm に切断した
フィルムの厚さをシックネスゲージ(シリーズ No. 7360，Mitutoyo 社製)で 6 点測定した
後，テンシプレッサー(TTP-508XⅡ，タケモト電機株式会社製)を用い，間隔 30 mm，引
っ張り速度 0.5 mm·sec-1で引っ張り試験を行った．TS および EAB は以下の計算式から
算出した． 
 TS (MPa) = F/S 
但し，F は引っ張り強度(N)，S はフィルムの断面積（m2）を示す． 
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 EAB (%) = (E/30) × 100 
但し，E は引っ張り伸び(mm)を示す． 
1-2-7 水蒸気透過性(Water vapor permeability, WVP)の測定 
 ASTM 法(1989)により WVP の測定を行った．瓶口の内径 2.6 mm，高さ 7.8 mm のガ
ラス製バイアル瓶に完全に乾燥させたシリカゲル 40 g を充填した後，5 cm × 5 cm のフ
ィルムで瓶口を覆った．この際，フィルムと瓶口の間に隙間がないように固定した．次
に，蒸留水により飽和状態(RH 100%)に調整したデシケーター内に準備したバイアル瓶
を置き，デシケーターを 30°C の恒温器中に放置し，1 時間間隔でバイアル瓶の重量を
測定した．フィルムの WVP (g·m-1·s-1·Pa-1)は，以下の計算式を用いて算出した． 
WVP = w·δ·A-1·t-1·(p2-p1)-1 
但し，w は重量変化量(g)，δはフィルムの厚さ(m)，t は時間(s)，A はバイアル瓶の口の
面積(m2)，(p2-p1)はデシケータ内とバイアル瓶内の大気圧差(Pa)を示す． 
1-2-8 フィルム溶解性の測定 
 Gennadios らの方法(1994)に従って測定した．コンディショニングしたフィルムを
0.02%アジ化ナトリウムを含有する 0.1 M リン酸緩衝液(pH7.0)に浸漬し，30°C で 24 時
間振蘯した．振蘯後，フィルムの不溶部を取り出し，フィルムから溶出したタンパク質
量を Lowry 法(1951)で測定した．取り出したフィルムの不溶部を 105°C で 24 時間常圧
加熱乾燥して，固形分重量を測定した． 
フィルムのタンパク質溶出率(Protein solubility, PS)および固形分溶出率(Film solubility, 
FS)は，以下の計算式から算出した． 
 PS (%) = (b/a) × 100 
但し，a はフィルムのタンパク質量(g)，b は溶出したタンパク質量(g)を示す． 
 FS (%) = {(c-d)/c} × 100 
但し，c はフィルムの固形分重量(g)，d はフィルム不溶部の固形分重量(g)を示す． 
1-2-9 フィルムタンパク質の消化性の測定 
フィルム粉末約 100 mgに 40 mM Tris緩衝液(pH7.6)を用いて調製した α-キモトリプシ
ン溶液(400 μg/ml，和光純薬株式会社製)を 20ml 加えた．37°C で 2 時間振蘯した後，50％
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トリクロロ酢酸により酵素反応を停止した．30 分放置後，遠心分離(9620 × g，30 分間)
を行った．沈殿部を 2M NaOH で溶解させた後，α‐キモトリプシンで消化されなかっ
たタンパク質量を Lowry 法(1951)で測定し，酵素消化率を算出した． 
1-2-10 フィルムの光透過性および透明度の測定 
 フィルムの光透過性および透明度を Shiku ら(2004)の方法に従って測定した．幅 20 
mm，長さ 45 mm に切断したフィルムの厚さをシックネスゲージで 6 点測定した後，可
視分光光度計(UV-160 型，島津製作所株式会社製)を用いて 200 nm から 800 nm までの
光透過率を測定し，次式により透明度を求めた． 
透明度＝Abs [mm-1]= (-logT) /δ 
但し，T は 600 nm における光透過率(%)，δ はフィルムの厚さ(mm)を示す．つまり，こ
こでは透明度の値が大きいほど，フィルムが不透明であることを意味する． 
1-2-11 ポリアクリルアミドゲル電気泳動(SDS-PAGE)によるタンパク質組成の分析 
 すり身フィルムを 2% SDS + 8 M 尿素＋20 mM Tris-HCl (pH8.8) ＋2% 2-メルカプトエ
タノール溶液(可溶化溶液)に溶解した．SDS-PAGE は Laemmli ら(1970)の方法に従い，
市販のアクリルアミドゲル(7.5%，パジェル NPU-7.5L，アトー社製)を用いて行った．
染色は 0.1%クーマシーブリリアントブルーR-250 + 5%メタノール+ 10%酢酸溶液に浸
漬して行った．脱色は 30%メタノール+ 10%酢酸溶液でゲルの背景が完全に透明になる
まで行った． 
1-2-12 各種タンパク質変性剤溶液に対するフィルムタンパク質の溶解性 
 Perez-Mateos ら(1997)の方法に従って，4 種類のタンパク質変性剤溶液すなわち 0.6 M  
NaCl(S1)，0.6 M NaCl + 1.0 M 尿素(S2)，0.6 M NaCl + 8.0 M 尿素(S3)，0.6 M NaCl + 8.0 
M 尿素+0.5 M 2-メルカプトエタノール(S4)を調製した．フィルム粉末 100 mg に S1，S2，
S3，S4 溶液を各 10 ml 加え，30°C で 24 時間振蘯撹拌した後，遠心分離(9620 × g，30
分間)した．タンパク質変性剤溶液(S1~S3)に溶解したフィルムタンパク質量は Lowry 法
(1951)により測定した．タンパク質変性剤溶液 S4 に溶解したタンパク質量は S3 溶液を
用いて透析してから求めた． 
1-2-13 表面疎水性基量の測定 
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フィルム形成溶液中に存在するタンパク質の表面疎水性基量は 8-アニリノ-1-ナフタ
レンスルホン酸(ANS，和光純薬工業株式会社製)を用いる ANS 蛍光測定方法(Kato and 
Nagai, 1980)により測定した．すなわち，タンパク質濃度を 0.001%に希釈したフィルム
形成溶液(pH2～11) 4 ml に対して，0.04% ANS 試薬を 0.4 ml 加えて 4°C で 10 分間放置
した．さらに，室温で 15 分間放置した後，分光蛍光光度計(RF-1500，島津製作所株式
会社製)を用いて，励起波長 365 nm，蛍光波長 470 nm で蛍光強度を測定した．結果は，
pH7 のフィルム形成溶液の蛍光強度を 1 として，相対強度で表した． 
1-2-14 統計処理 
 マイクロソフト社のExcelを使用して標準偏差を算出した後，SPSS (Statistical Software，
USA)の Duncan’s multiple-range test (Stell and Torrie，1980)を用いて，有意差（p<0.05）の
検定を行った． 
1-3 実験結果および考察 
1-3-1 すり身のアミノ酸組成 
タンパク質は一般的に側鎖の異なる 20 種類のアミノ酸によって構成され，各アミノ
酸は隣接するアミノ酸のアミノ基とカルボキシル基の脱水縮合によりペプチド結合し
ている．また，アミノ酸は，側鎖の構造によって水に対する溶解性が異なる．そこで使
用する原料であるすり身の性状を明らかにするには，そのアミノ酸組成に関する知見が
不可欠である．本研究で使用したすり身のアミノ酸組成を Table 1-1 に示す．特にグル
タミン酸，アラニン，プロリン含量に富んでいた．また，非イオン化極性アミノ酸が
21.8%，イオン化極性アミノ酸が 28.8%，非極性(疎水性)アミノ酸が 49.4%であり，クロ
カジキ筋原繊維タンパク質(Shiku ら，2003)と比較すると疎水性アミノ酸がやや多いこ
とが認められた． 
1-3-2 すり身フィルムの性状 
すり身タンパク質の主体である筋原繊維タンパク質の等電点は pH 5.2～pH 5.5 であ
るため(志水，1987)，pH5～6 のフィルム形成溶液ではタンパク質が凝集して沈殿し，す
り身フィルムの調製は不可能であった．従って，本研究では，すり身フィルム形成溶液
の pH を 2～4 と 7～11 に調整した． 
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Table 1-2 に示すように，引っ張り強度(TS)はタンパク質の等電点に近い pH 4 と pH 7
で低く，pH を高くするか低くするといくらか増加した．筋原繊維タンパク質の溶解性
は pH の影響を受け，等電点から遠ざかるほど，酸性でもアルカリ性でもタンパク質溶
解度が上昇することが報告されており(Hamm，1960)，本研究でも同様の傾向が認めら
れた(Fig. 1-1)．pH 7 ではすり身タンパク質溶解度は 10%以下であるが，pH を高くする
か低くすると増加した．この傾向は，すり身フィルムの TS と正に相関し，溶解したタ
ンパク質の絡み合いによりフィルムの TS が増加したと考えられる． 
一方，酸性のフィルム形成溶液から調製したすり身フィルムの引っ張り伸び率(EAB)
は，アルカリ性フィルム形成溶液から調製したすり身フィルムの EAB よりいくらか大
きい傾向（Table 1-2）であったが，pH の変化による顕著な影響は認められなかった．
本研究で得られたすり身フィルムの機械的性質に及ぼす pH の影響は，クロカジキ筋原
繊維タンパク質フィルム(Shiku ら，2003)と類似していた．しかし，すり身フィルムの
EAB は，クロカジキ筋原繊維タンパク質フィルムの EAB より大きく，柔軟性に富んで
いた．本実験で使用した冷凍すり身自体に冷凍変性防止剤として添加されているソルビ
トールやショ糖が，可塑剤として働いたためと推測される． 
フィルムの水蒸気透過性(WVP，Table 1-2)は酸性側でやや低く，pH 10，11 では増加
した．アルカリ性側で作成したすり身フィルムの方が，酸性側で作成したすり身フィル
ムより，水蒸気を透しやすいことを示唆している．また，クロカジキ筋原繊維タンパク
質フィルムの WVP とほぼ同じレベルであった(Shiku ら，2003)． 
すり身フィルムからの固形分溶出率(Table 1-3)は，フィルム形成溶液の pH が 3～8 で
はほとんど一定で，フィルム形成溶液の pH を酸性あるいはアルカリ性にするといくら
か増加した．しかしながら，いずれの pH で調製しても，すり身フィルムからの固形分
溶出率は 30%前後であり，フィルム形成溶液の pH による大きな影響は観察されなかっ
た．クロカジキ筋原繊維タンパク質フィルムからの固形分溶出率が 15～20％であった
ことから(Shiku ら，2003)，すり身フィルムの方が水に溶けやすいことが明らかである．
これも冷凍すり身中に含まれるソルビトールとショ糖の影響と考えられる． 
一方，すり身フィルムからのタンパク質溶出率は pH2 で 4.7%と最も低く，フィルム
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形成溶液の pH を高くしてもタンパク質溶出率は 7%前後であり，pH の変化による影響
はほとんど認められなかった(Table 1-3)．これに対して，クロカジキ筋原繊維タンパク
質フィルムからのタンパク質溶出率は中性付近で最も高く，pH を高くするか低くする
と減少した(Shiku ら，2003)．これも冷凍すり身に添加されている冷凍変性防止剤の影
響で，これら糖類が可塑剤として働き，すり身タンパク質間の相互作用を弱めたためと
考えられる． 
すり身フィルムタンパク質のα‐キモトリプシンによる酵素消化率に及ぼすフィルム
形成溶液調製時の pH の影響を Table 1-3 に示す．フィルム形成溶液の pH を低くするか
高くすると，フィルムのタンパク質消化率はいくらか減少した．しかしながら，いずれ
の pH で調製してもフィルムタンパク質の酵素消化率は 60％以上で，クロカジキ筋原繊
維タンパク質フィルムに近い値であった(Shiku ら，2003)．α‐キモトリプシンのみによ
るタンパク質消化率が約 60～80％であったことから，本すり身フィルムを食しても体
内で十分に消化され，可食性フィルムとして利用できることが示唆された． 
すり身フィルムの光透過率(T%)と透明度(吸光度/mm)を Table 1-4 に示す．クロカジキ
筋原繊維タンパク質フィルム(Shiku ら，2003)と同様に，いずれの pH で作成したすり身
フィルムも紫外線を透過させないことが分かった．すり身に比較的多く存在するフェニ
ルアラニン，チロシン，トリプトファンなどの芳香族アミノ酸(Table 1-1)が 280nm 付近
の紫外線を強く吸収するため，フィルムは紫外線を透過しないと考えられる．従って，
すり身フィルムをはじめとしたタンパク質フィルムは，紫外線による脂質酸化を抑制す
る可食性あるいは生分解性包材となり得ることが示唆された．なお，紫外線がフィルム
耐久性をはじめとした性質に及ぼす影響については不明な点が多く，今後の検討課題で
ある．また，Table 1-4 から明らかなように，すり身フィルムは pH7 で最も不透明であ
ったが，酸性側またはアルカリ性側でフィルムの透明性が向上した．なお，Cuq ら(1995)
が報告した魚類筋原繊維タンパク質フィルムと同様に，アルカリ性側で調製したすり身
フィルムもやや不快なアンモニア臭を持っていた．また，中性付近のフィルム形成溶液
から調製したフィルム(pH7)は，機械的性質(TS と EAB)と透明性に劣るが，その他の性
状は，酸性あるいはアルカリ性側で形成したすり身フィルムと遜色なかった(Table1-2～
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1-4)．本研究で，スケトウダラ冷凍すり身の水懸濁溶液から直接フィルムを形成できる
ことを明らかにできたことは，すり身新規利用法を検討する上で，特筆に値するであろ
う． 
1-3-3 すり身フィルムの形成メカニズム 
 調製したすり身フィルムを構成するタンパク質の組成を SDS-PAGE を用いて分析し
た(Fig. 1-2)．酸性側ではミオシン重鎖(Myosin heavy chain, MHC)が明らかに分解し，
MHC より小さい分子量のバンド(130～150kDa および 70kDa)が認められた．これは酸性
側で活性を示すカテプシンがすり身タンパク質の MHC を分解したためと考えられる
(Yamashita and Konagaya，1991; Cuq ら，1995)．従って，酸性側のフィルム形成溶液で
はすり身タンパク質ミオシンは分解されて水に対する溶解性が向上し(Fig. 1-1)，タンパ
ク質分子間の相互作用が起こりやすくなった結果，形成されたフィルムの TS，EAB が
ともに増大したと考えられる(Table 1-2)． 
  一方，アルカリ性側では，MHC バンドが減少するとともに，SDS-PAGE の分離ゲル
内に侵入できず分離ゲル上端に留まる高分子タンパク質が明らかに増加した(Fig. 1-2)．
沼倉ら(1985)は，スケトウダラ冷凍すり身から調製した肉糊の 20°C における坐り反応
は，MHC の交差結合による多量化反応であることを SDS-PAGE を用いて明らかにして
いる．また，Wan ら(1995)は，スケトウダラ肉糊の坐り(25 °C)中に生じるトランスグル
タミナーゼによる MHC の多量化を報告している．さらに，本研究ですり身タンパク質
フィルムの可溶化溶液(2% SDS + 8 M尿素＋20 mM Tris-HCl (pH8.8) ＋2% 2-メルカプト
エタノール溶液)に対する可溶化率が pH を高くすると低下した(Table 1-5)ことからも，
すり身タンパク質フィルムの形成において，アルカリ性側で MHC の交差結合がある程
度生じていることが示唆された．つまり，アルカリ性側のフィルム形成溶液から 25°C
でフィルムを作成している間に，溶解したすり身タンパク質 MHC 間の絡み合いがある
程度進み，その結果高次構造が形成されたと推測される．これら高次構造の形成により，
フィルムの TS が増加した(Table 1-2)のであろう．以上の結果から，酸性とアルカリ性条
件下で，すり身フィルムの形成メカニズムは異なることが明らかである． 
タンパク質高次構造の維持には，水素結合，疎水性結合，イオン結合およびジスルフ
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ィド結合が重要な役割を果たしている．これら結合は pH による影響を受け，その結果
すり身タンパク質間の相互作用様式も pH に左右されて，形成されたすり身タンパク質
フィルムの性状も変化すると考えられる．そこで，すり身フィルム形成に関与するタン
パク質間の結合様式を解明するために，各種タンパク質変性剤溶液に対するフィルムタ
ンパク質の溶解率を測定した(Fig. 1-3)．S1 溶液はフィルムタンパク質間のイオン結合を，
S2 溶液はイオン結合と水素結合を切断するため，フィルム形成に関与する水素結合は，
S2 と S1 に対するタンパク質溶解率の差(S2-S1)に反映される．さらに，疎水性結合まで
切断する S3 溶液に対する溶解率の差(S3-S2)から，フィルム形成に寄与する疎水性結合
の割合が，(S4-S3)の値からフィルム形成に対するジスルフィド結合の関与が求められる．
S4 溶液にも溶解しない部分を不溶画分とした．Fig. 1-2 から明らかなように，いずれの
pH でも，疎水性結合の割合が最も大きいことから，すり身フィルムの形成に疎水性結
合が重要な役割を果たしていることが伺われた．このことはすり身タンパク質が非極性
アミノ酸に富む(全アミノ酸の約 50%，Table 1-1)ことからも裏付けられる． 
酸性側で疎水性結合の関与する割合が特に大きかった．この傾向はフィルム形成溶液
に存在するタンパク質の表面疎水性基量の変化(Fig. 1-4)と類似していた．酸あるいはア
ルカリによるすり身タンパク質の変性によってタンパク質分子が unfolding し，タンパ
ク質分子の内部に存在していた疎水性アミノ酸残基が表面に露出し，無秩序に相互作用
した結果，フィルム中の疎水性結合の比率が増加したと考えられる．特に酸性側では
MHC の分解(Fig. 1-2)などに伴って低分子化が起こったため，タンパク質分子の露出表
面積が増加し，フィルム形成溶液中のタンパク質の表面疎水性基量がアルカリ性側より
さらに多くなったのであろう．これらフィルム形成溶液から作成したフィルムにおいて
も，酸性側における疎水性結合の割合がアルカリ性側より多くなったのは当然であろう．
さらに，酸性側で調製したすり身タンパク質フィルム形成に対する疎水性結合の関与す
る割合が 70%前後であったことから，フィルムの強さ(TS)が主に疎水性結合量と関連し
ていると推測される． 
一方，アルカリ性側では，調製したすり身フィルムの疎水性結合が増加するばかりで
なく，MHC の重合化もある程度進行した(Table 1-5 の可溶化率と Fig. 1-2)．このことか
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ら，アルカリ性側でのすり身タンパク質フィルム形成には MHC の交差結合の他に，疎
水性結合とアルカリ性で生成されやすいジスルフィド結合(Fig. 1-3)が重要な役割を果
たしていると考えられる． 
また，pH を調整していないフィルム形成溶液から得たスケトウダラすり身フィルム
(pH7)には，Fig. 1-2 の SDS-PAGE パターンから明らかなように MHC が多量に存在して
いた．中性付近ではすり身中の MHC がほとんど溶解せず，懸濁している状態で乾燥し
てフィルムに取り込まれたと考えられる．このことは，Fig. 1-3 において S4 タンパク質
変性剤溶液にも溶解しない不溶画分が中性付近で多いことに裏付けされる．さらに，ア
ルカリ性側で作成したフィルムにも不溶画分が多いこと(Fig. 1-3)，並びに不溶画分量が
少ないほど機械的性質に優れること(Table 1-2)から，フィルムの機械的性質は，すり身
タンパク質がどれだけフィルム形成溶液に溶解し，フィルム形成時にどれだけ疎水性結
合が関与するかに依存すると推測された． 
1-4 まとめ 
 pH2～4 と pH7～11 において，スケトウダラすり身から可食性フィルムを調製するこ
とに成功した．これらフィルムの性状におよぼす pH の影響とフィルム形成メカニズム
を検討し，次の結果を得た． 
(1) すり身タンパク質の等電点(pH5.2～5.5)から離れるに従って，調製したフィルム
は強度と透明性に富んでいた． 
(2) フィルムの引っ張り伸び率，水蒸気透過性および水に対する溶解性は，pH によ
る影響をほとんど受けなかった． 
(3) α‐キモトリプシンによるタンパク質消化率が高いことから，すり身フィルムは可
食性フィルムとして利用できることが示唆された． 
(4) 酸性側で調製したすり身フィルムでは MHC の分解が，アルカリ性側では MHC
の重合化が観察され，フィルムの機械的性質との関連性が認められた． 
(5) 酸性側では疎水性結合が，アルカリ性側では疎水性結合の他にジスルフィド結合
が，すり身フィルムの形成に主として関与していた． 
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Fig. 1-1  Effect of pH on the solubility of Alaska pollack surimi proteins in water. (n=3).
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Fig. 1-2  Effect of pH on SDS-PAGE patterns of edible films prepared from 
Alaska pollack surimi. 
M: Standard molecular weight mixture. 
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Fig.1-3  Protein solubility of edible films prepared from Alaska pollack surimi in 
various protein denaturant solutions. 
S1：0.6 M NaCl
S2：0.6 M NaCl + 1.5 M urea
S3：0.6 M NaCl + 8.0 M urea
S4：0.6 M NaCl + 8.0 M urea + 0.5 M 2-mercaptoethanol
：Insoluble fraction
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Fig.1-4  Effect of pH on relative surface hydrophobicity of the film-forming 
solutions prepared from Alaska pollack surimi. (n=5). 
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Table 1-1  Amino acid composition (mole percentage) of Alaska pollack surimi proteins 
  
% 
Surimi 
(%) 
Blue marlin 
meat (%)* 
Cys 0.2 
Gly 7.0 
Ser 5.7 
Thr 5.4 
Non-ionized 
polar amino 
acids 
Tyr 3.5 
21.8 26.3 
Arg 0.1 
Asn 3.3 
Asp 7.6 
Gln 1.8 
Glu 10.4 
His 1.7 
Ionized polar 
amino acids 
Lys 3.9 
28.8 33.2 
Ala 10.0 
Ile 6.2 
Leu 8.5 
Met 3.8 
Phe 3.9 
Pro 9.0 
Trp 2.1 
Non-polar 
amino acids 
Val 5.9 
49.4 40.54 
*Shiku et al. (2003)
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Table 1-2  Effect of pH on tensile strength (TS), elongation at break (EAB) and water vapor 
permeability (WVP) of edible films prepared from Alaska pollack surimi * 
pH TS (MPa) EAB (%） 
WVP 
×10-10(g・m-1・s-1・Pa-1)
2 6.9 ± 0.5a 156.4 ± 5.4a 0.79 ± 0.10a 
3 7.4 ± 0.4a 158.9 ± 7.2a 0.73 ± 0.08a 
4 4.9 ± 0.4b 159.9 ± 7.4a 0.81 ± 0.02a 
7 5.0 ± 0.9b 118.9 ± 11.7b 0.79 ± 0.06a 
8 6.0 ± 0.6c 109.9 ± 17.3b 0.76 ± 0.09a 
9 6.0 ± 0.8c 121.1 ± 10.1b 0.85 ± 0.06a 
10 6.8 ± 0.8a 125.7 ± 12.8b 1.07 ± 0.05b 
11 6.7 ± 0.6ac 119.8 ± 10.7b 1.18 ± 0.03b 
*Means±standard deviation, n=10. Any two means in the same row followed by the same letter 
are not significantly different (p>0.05). 
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Table 1-3  Effect of pH on film solubility, protein solubility and enzymatic hydrolysis of edible 
films prepared from Alaska pollack surimi * 
pH Film solubility (％) Protein solubility (%) 
Enzymatic hydrolysis 
(%) 
2 32.9 ± 1.1a 4.7 ± 0.2a 63.5 ± 3.5a 
3 29.3 ± 1.5b 7.3 ± 0.2b 70.1 ± 1.5b 
4 29.4 ± 1.6b 6.7 ±0.2c 78.2 ± 1.0c 
7 29.3 ± 1.3b 7.6 ± 0.4b 82.7 ± 2.0d 
8 29.4 ± 1.5b 7.4 ± 0.2b 83.3 ± 2.2d 
9 32.7 ± 0.8a 7.2 ± 0.3b 83.1 ± 3.3d 
10 32.9 ± 0.8a 6.7 ± 0.1c 82.1 ± 2.2d 
11 33.9 ± 1.6a 6.7 ± 0.3c 80.6 ± 1.5cd 
*Means±standard deviation, n=5. Any two means in the same row followed by the same letter 
are not significantly different (p>0.05). 
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Table 1-4  Effect of pH on light transmission (%) and transparency (A600/mm) of edible films 
prepared from Alaska pollack surimi  
Wave length (nm) 
pH 200 280 350 400 500 600 700 800 
Transparency
2 0 0 43.3 63.2 69.3 70.7 71.5 71.7 6.9  
3 0 0 56.6 74.6 80.9 82.4 83.0 83.0 2.8  
4 0 0 48.6 62.8 67.5 69.5 70.8 71.1 5.3  
7 0 0 9.0 28.3 30.4 31.5 32.3 32.5 17.7  
8 0 0 31.9 46.5 49.7 51.1 52.1 52.2 10.0  
9 0 0 38.5 51.9 55.7 57.4 58.9 59.4 6.3  
10 0 0 60.7 71.0 74.3 75.3 75.9 75.8 4.1  
11 0 0 28.6 45.8 51.3 54.3 56.2 57.4 8.8  
 
 
 
 
Table 1-5  Effect of pH on protein solubility of surimi films in the dissolving solution 
pH 2 3 4 7 8 9 10 11 
Protein solubility
（%） 
93.3 91.9 89.7 86.8 86.0 86.4 84.2 83.9 
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第 2 章 すり身フィルムの性状に及ぼす内在酸性プロテアーゼの影響 
2-1 背景 
近年，環境保全における食品包装材の廃棄方法が大きな問題となっている(横山，2004;
田中，2005)ため，ポリ乳酸フィルム(石川，2004)，ゼラチンフィルム(森岡，1991)，プ
ルランフィルム(Diab ら，2001)をはじめとした生分解性・可食性フィルムの開発・利用
が注目されている．第 1 章では，pH5～6 以外のフィルム形成溶液からすり身フィルム
を調製する方法について検討した．これらすり身フィルムを実際に利用するには，フィ
ルムの強度をはじめとした性状をより向上させる必要性が認められた． 
タンパク質フィルムの強度改善は，物理化学的にタンパク質分子内，分子間の結合や
相互作用を強化する方法によることが多い．一つの方法として，すり身タンパク質とア
ルギン酸プロピレングリコールエステル(Propylene glycol alginate, PGA)間の架橋反応に
よるすり身フィルムの性状改善について研究を行った結果，PGA 添加によりすり身フ
ィルムの強度は向上したが，実際に使用するにはその強度はまだ不十分であった(翁ら，
2006)． 
一般的にタンパク質はアルカリ性下で劣化しやすく，特に加熱するとリジノアラニン
を生成する恐れがある(Wuら，1999)．また，第 1 章ではpH3 付近のフィルム形成溶液に
溶解したすり身タンパク質のMHCが低分子化された結果，作成したフィルムの強度が
向上することを明らかにした．しかしながら，すり身フィルムの性状に及ぼすすり身内
在酸性プロテアーゼの影響は未だ報告されていない．そこで本章では，まず酸性域にお
けるMHC分解に関与する酵素を確認し，MHC分解の程度と形成されるフィルムの機械
的性質などの関連性を検討するとともに，それらフィルムの形成メカニズムを明らかに
することを目的とした． 
2-2 実験方法 
2-2-1 試料 
第１章と同一の SA 級スケトウダラ冷凍すり身(ニチモウ株式会社)を用いた． 
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2-2-2 フィルム形成溶液の調製 
フィルム形成溶液は 1-2-3 に従って作成した．スケトウダラ冷凍すり身のタンパク質
濃度が 2%，グリセリン(可塑剤)が 1%となるようにすり身懸濁溶液を調製した．本溶液
をガラスホモジナイザー(柴田科学株式会社製)で十分に均質化させ，次いで Hybrid 
Mixer (HM-500，キーエンス株式会社製)により脱泡してフィルム形成溶液を調製した． 
2-2-3 すり身タンパク質の酵素による分解 
内在酸性プロテアーゼによるすり身タンパク質の分解に及ぼす pH の影響を調べるた
めに，作成したフィルム形成溶液を 1M HCl で pH を 2.5 ~ 4.0 に調整し，35°C で 90 分
間保温した．フィルム形成溶液 1 ml に 2% SDS + 8 M 尿素＋20 mM Tris-HCl (pH 8.8)溶
液 4 ml を加えることによって反応を停止した．一晩振蘯した後，内在酸性プロテアー
ゼによるタンパク質の分解程度を SDS-PAGE(Laemmli，1970)で観察した． 
一方，すり身タンパク質の分解に及ぼす温度の影響を調べるために，pH を 3 に調整
したフィルム形成溶液を 25，30，35，40，45，50，55°C で 150 分まで保温した．20 分
ごとに，フィルム形成溶液を 1 ml 取り，これに 2% SDS + 8 M 尿素＋20 mM Tris-HCl 
(pH8.8)溶液 4 ml を加えて反応を停止した後，上記と同様に SDS-PAGE を行った．
SDS-PAGE により分離した MHC 量を定量するために，電気泳動パターンをスキャナー
(Canoscan D 1230 U; キャノン株式会社製)で取り込み，Scion 社の NIH Image ソフトを
用いて染色強度を解析した．なお，MHC 含量はアクリルアミドゲル上の全染色強度に
対する相対染色強度の百分率(%)で表した． 
2-2-4 酸性プロテアーゼ活性に及ぼす各種インヒビターの影響 
 pH3 に調整したすり身フィルム形成溶液に 10 種類のプロテアーゼインヒビターを添
加し，35°C で 90 分間保温した．インヒビターによる MHC 分解の抑制程度を SDS-PAGE 
(Laemmli，1970)で観察した．なお，プロテアーゼインヒビターとして，以下のものを
使用した． 
エチレンジアミン四酢酸二水素二ナトリウム (EDTA)      (和光純薬工業株式会社製) 
エチレングリコールビス(β-アミノエチルエーテル) -N,N,N',N'-四酢酸 (EGTA) 
                           (和光純薬工業株式会社製) 
 28
1, 10-フェナントロリン                 (和光純薬工業株式会社製) 
大豆トリプシンインヒビター (Soybean trypsin inhibitor, STI) 
              (シグマ化学株式会社製) 
フェニルメチルスルホニルフルオリド (Phenyl-methanesulphonyl fluoride, PMSF) 
              (シグマ化学株式会社製) 
ベンズアミジン                       (シグマ化学株式会社製) 
trans-epoxysuccinyl-L-leucylamido (4-guanidino) butane (E64)    (シグマ化学株式会社製) 
アンチパイン                         (シグマ化学株式会社製) 
ロイペプチン                       (シグマ化学株式会社製) 
ペプスタチン A                         (シグマ化学株式会社製) 
2-2-5 表面疎水性基量の測定 
1-2-13 と同一の方法でタンパク質の表面疎水性基量を測定した． 
2-2-6 フィルムの調製 
1-2-5 と同様にすり身フィルムを調製した． 
2-2-7 フィルムの機械的性質の測定 
 1-2-6 と同じ方法でフィルムの機械的性質を測定した． 
2-2-8 SDS-PAGE によるタンパク質組成の分析 
1-2-11 と同じ条件で SDS-PAGE を行った． 
2-2-9 各種タンパク質変性剤溶液に対するフィルムタンパク質の溶解性 
1-2-12 と同じ方法でタンパク質変性剤溶液に対するフィルムタンパク質の溶解性を
測定した． 
2-2-10 統計処理 
 1-2-14 に記載した方法で統計処理を行った． 
2-3 実験結果および考察 
2-3-1 内在酸性プロテアーゼの性状 
すり身タンパク質の分解に及ぼす内在酸性プロテアーゼの影響を解明するために，す
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り身タンパク質フィルム形成溶液のpHを 2.5，3.0，3.5，4.0，4.5 に調整した後，35°C
で 90 分間保温した．SDS-PAGEで分析したタンパク質組成の変化をFig. 2-1 に示す．約
200 kDaのMHCが保温中に 130～150 kDaと 70 kDaに分解され，この反応はpH 3 で最も
速やかに進行することが明らかになった．一方，pH 3 以下になると，アクチンがほぼ
分解されることも認められた．SDS-PAGEにおけるタンパク質バンドの濃さの減少は酵
素活性の指標となる(Yongsawatdigulら，2000)ことから，スケトウダラ冷凍すり身に内
在する酸性プロテアーゼが至適pH 3 で筋原繊維タンパク質を分解することが明らかで
ある(Fig. 2-1)．この結果はカレイ筋肉抽出液のカテプシン(Geist and Crawford，1974)及
びコイ筋肉カテプシンD(Makinodanら，1982)の最適pHと一致している． 
次にスケトウダラすり身に存在する酸性プロテアーゼの最適温度を検討した．pH3 に
おける MHC の分解速度に及ぼす温度の影響を調べた結果，内在酸性プロテアーゼの最
適温度は 45°C であることが判明した(Fig. 2-2)．Kang と Lanier (2000)は，細胞内のタン
パク質分解に関与する 8 種類のリソソームカテプシンが魚肉中に存在し，その中でカテ
プシン D，E 及び L が酸性プロテーゼであると報告している．また，太平洋産 3 種類の
シタビラメ筋肉のカテプシン D の最適 pH は 3.2～3.3，最適温度は 45°C で(Geist and 
Crawford, 1974)，コイ筋肉のカテプシン D の最適 pH と最適温度は pH 3.2 と 50°C であ
る(Makinodan ら，1982)ことがすでに報告されている．一方，カテプシン E は魚肉タン
パク質に対して分解活性を示さず(Yamashita and Konagaya, 1992)，カテプシン L の最適
温度は 55°C と報告されている(An ら，1994)．従って，以上の最適 pH と最適温度の測
定結果より，スケトウダラすり身に存在する酸性プロテアーゼのひとつはカテプシン D
である可能性が示唆された． 
スケトウダラすり身に存在する酸性プロテアーゼの性状をさらに解明するために，各
種インヒビター(終濃度はTable 2-1 に示す)をフィルム形成溶液に添加した．内在酸性プ
ロテアーゼ活性に及ぼす各種インヒビターの感受性についても，SDS-PAGEによりMHC
の分解程度から判断した(Fig. 2-3)．EDTA，EGTAあるいはフェナントロリンはMHC分
解を抑制しなかったことから，内在酸性プロテアーゼは金属プロテアーゼに属さないこ
とが明らかである．さらに，セリンプロテアーゼインヒビターであるSTI，PMSF，ベン
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ズアミジンもMHCやアクチンの分解を阻害しなかった(Fig. 2-3)．一方，システインプロ
テアーゼインヒビターであるアンチパイン，E64 並びにロイペプチンはMHC分解をある
程度抑制したことから，すり身中にシステインプロテアーゼが存在する可能性が示唆さ
れた．ペプスタチンAはアスパラギン酸プロテアーゼのインヒビターで，カテプシンD
に特異性の高いインヒビターである．ペプスタチンAを添加すると，MHC分解がほとん
ど抑えられ，アクチン分解が完全に抑制されたことから，スケトウダラすり身中にカテ
プシンDが存在することは明白である．コイ筋肉カテプシンDの活性がペプスタチンA
により抑制されることはすでに報告されている(Makinodanら，1982)．さらに，ロイペ
プチンとペプスタチンAを併用すると，MHCとアクチンの分解が完全に抑えられたこと
は特筆に値する(Fig. 2-3)．また，ここではSDS-PAGEパターンを示していないが，E64
とペプスタチンAあるいはロイペプチンとペプスタチンAの併用も同様の効果を示した．
これらの結果から，スケトウダラすり身中に存在する酸性プロテアーゼはカテプシンD
とシステインプロテアーゼであることが強く示唆された．これら酸性プロテアーゼは魚
肉筋原繊維タンパク質と結合し，冷凍すり身の製造時の水晒し工程でも除去されないと
考えられる(Cuqら，1995)．また，本研究で得られたすり身内在酸性プロテアーゼ活性
に及ぼすインヒビター添加の影響は，マトン，ビーフ，チキン筋肉の内在酸性プロテア
ーゼに関する研究結果と類似していた(Saunders，1994)． 
2-3-2 すり身フィルムの性状に及ぼすインヒビター添加の影響 
各種インヒビターを添加したフィルム形成溶液から調製したフィルムの機械的性質
を Table 2-1 にまとめる．インヒビター無添加フィルムの性状と比較して，金属プロテ
アーゼインヒビターあるいはセリンプロテアーゼインヒビターを添加したすり身フィ
ルムの TS に有意差は認められなかった．一方，システインプロテアーゼインヒビター
あるいはペプスタチン A を添加するとフィルムの TS はある程度増加し，システインプ
ロテアーゼインヒビターとペプスタチン A を併用するとフィルムの TS が最も高くなる
ことが分った．これら結果から，すり身タンパク質フィルムの TS と MHC の分解程度
との間に相関性があることは明らかである．一方，フィルムの EAB に MHC の分解に
よる影響は認められなかった(Table 2-1)．一般的に，TS と EAB は負の相関にあるとさ
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れている(Gennadios ら，1993)が，本研究ではその傾向は認められなかった． 
次に，フィルム強度に及ぼす MHC 分解の影響を解明するために，MHC 分解程度が
異なるフィルムを調製した．すなわち，すり身フィルム形成溶液(pH 3)を 35°C で 0，30，
60，90，240 分間保温した後，ロイペプチンとペプスタチン A を添加して MHC 分解程
度の異なるすり身フィルムを調製した．また，MHC が全く分解していないフィルムは，
フィルム形成溶液の pH を調整する前に両インヒビターを添加することによって得た．
SDS-PAGE を用いて分析したフィルムのタンパク質組成の変化を Fig. 2-4 に示す．MHC
の分解はフィルム形成溶液(pH 3)を 35°C で保温している間に起こったが，フィルム形
成中には観察されなかった．Fig. 2-5 に示すように，すり身フィルムの TS と MHC 分解
程度との間に高い相関性(r2=0.99)が認められた．一方，MHC が完全に分解されてもフ
ィルムの強度はある程度保持されることも分った．以上のことから，すり身フィルムの
強度に関与する要因は MHC 量だけではなく，他の要因も存在することが示唆された． 
2-3-3 すり身フィルム形成メカニズム 
第 1 章で，すり身フィルム形成溶液の pH を酸性にすると，タンパク質分子の内部に
存在する疎水性アミノ酸残基が表面に露出し，その結果として増加する疎水性結合がす
り身フィルムの形成に主として関与する可能性を示した．本章では，フィルム形成に関
与するタンパク質間相互作用に及ぼす MHC 分解の影響を解明するために，各種タンパ
ク質変性剤溶液に対するフィルムタンパク質の溶解率を測定した(Fig. 2-6)．Fig. 2-6 か
ら明らかなように，保温時間の増加に伴い S1 と S3 溶液に対する溶解度が大きくなった
こと，すなわちイオン結合と疎水性結合が増加したことから，MHC 分解が進んだ場合
はイオン結合と疎水性結合がフィルム形成に重要な役割を果たしていることが示唆さ
れた．一方，MHC の分解程度とは関係なく水素結合とジスルフィド結合は pH 3 のフィ
ルム形成にほとんど関与していなかった．MHC 分解に伴って，タンパク質変性剤に不
溶の画分が減少し(Fig. 2-6)，フィルム形成におけるタンパク質間の主要相互作用はイオ
ン結合と疎水性結合であることが分った． 
疎水性結合がフィルム形成に重要な役割を果たしていることを解明するために，フィ
ルム形成溶液に存在するタンパク質の表面疎水性基量の変化を測定した(Fig. 2-7)．35°C
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保温中に MHC の分解に伴ってタンパク質の表面疎水性基量が増加した．Nielsen と
Nielsen (2001)は，酸化されたインシュリンの β 鎖のカテプシン D による分解は疎水性
アミノ酸の部分で特異的に進行することを報告している．さらに，Schwenke (1997)もタ
ンパク質分子構造内部に存在する疎水性基がタンパク質の加水分解により表面に露出
され，疎水性結合の形成が促進させることを明らかにしている．これらのことから，酸
性条件で特に MHC が分解されて調製したすり身フィルムの形成に，疎水性結合が重要
な役割を果たしていると結論できる．本研究で得られた結果より，スケトウダラすり身
フィルムの形成メカニズムは以下のように考えられる．pH3 のフィルム形成溶液ではす
り身タンパク質分子が unfolding し，タンパク質分子の内部に存在していた疎水性アミ
ノ酸残基が表面に露出して水と接触する．さらに，内在酸性プロテアーゼによる MHC
の分解に伴う低分子化により，露出する疎水性基がより増加し，これら疎水性基は水－
空気界面で空気中に突き出るように配位する．フィルムが乾燥する間に，フィルム形成
溶液から水が蒸発してタンパク質濃度が増加し，疎水性結合をはじめとしたタンパク質
－タンパク質相互作用が促進される．この結果，空気に接するフィルム面とシリコン板
に接するフィルム面は水分に対する親和性が異なり，それぞれ疎水的性質と親水的性質
を持つ面となると考えられる． 
2-4 まとめ 
本章では，スケトウダラ冷凍すり身の内在酸性プロテアーゼを確認するとともに，フ
ィルムの性状に及ぼす影響について検討した． 
(1) 内在酸性プロテアーゼの最適 pH と最適温度は，それぞれ pH 3.0 と 45°C であった． 
(2) 金属プロテアーゼインヒビターとセリンプロテアーゼインヒビターは，MHC の分
解を阻害できなかった． 
(3) E64，アンチパイン，ロイペプチンは MHC 分解をある程度抑制したが，ペプスタ
チン A は MHC 分解の抑制にかなり有効であった．一方，ペプスタチン A＋E64，
ペプスタチン A＋アンチパイン，ペプスタチン A＋ロイペプチンは MHC の分解
を完全に抑え，すり身中に存在するプロテアーゼはカテプシン D とシステインプ
ロテアーゼであることが示唆された． 
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(4) MHC の分解に伴いフィルムの強度が減少したが，MHC が完全に分解されてもフ
ィルムの強度はある程度保持されることも分った． 
(5) 疎水性結合がすり身フィルムの形成に重要な役割を果したが，MHC 分解に伴いイ
オン結合と疎水性結合が増加することを明らかにした． 
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Fig. 2-1  Effect of pH on SDS-PAGE patterns of the film-forming solutions prepared from Alaska 
pollack surimi. 
M: Standard molecular weight mixture; 
C: The film-forming solutions prepared from Alaska pollack surimi at pH 7. 
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Fig. 2-2  Effect of temperature on the decreasing rate of MHC band intensities. 
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Fig. 2-3  SDS-PAGE of the film-forming solutions prepared from Alaska pollack surimi treated 
with different proteinase inhibitors. 
M: Standard molecular weight mixture; 
1: control; 2: EDTA; 3:EGTA; 4: phenanthroline; 5: STI; 6: PMSF; 7. benzamidine ; 
8. antipain; 9: E64; 10. leupeptin; 11: pepstatin A; 12: pepstatin A and leupeptin. 
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Fig. 2-4  Patterns of protein components during the incubation at 35°C of the film-forming solutions 
prepared from Alaska pollack surimi and the surimi films. 
M: Standard molecular weight mixture. 
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Fig.2-5  Relation between the tensile strength (TS) of surimi films and the content of myosin heavy 
chain (MHC). (n=10). 
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Fig.2-6  Protein solubility of surimi films with different MHC contents in various protein denaturant 
solutions. 
S1：0.6 M NaCl
S2：0.6 M NaCl + 1.5 M urea
S3：0.6 M NaCl + 8.0 M urea
S4：0.6 M NaCl + 8.0 M urea + 0.5 M 2-mercaptoethanol
：Insoluble fraction
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Fig.2-7  Changes of relative surface hydrophobicity during the incubation at 35°C of the 
film-forming solutions prepared from Alaska pollack surimi. (n=5). 
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 Table 2-1  Effect of proteinase inhibitors on tensile strength (TS) and elongation at break (EAB) of surimi films prepared at pH 3.0* 
 
 Control EDTA EGTA 
Phenan- 
throline 
STI PMSF 
Benz- 
amidine 
E64 Antipain Leupeptin Pepstatin A
Leupeptin + 
Pepstatin A 
Concentration － 5 mM 5 mM 5 mM 100 μg/ml 5 mM 5 mM 0.005 mM 0.005 mM 0.01 mM 0.01 mM 
0.01 + 0.01 
mM 
TS (MPa) 4.7 ± 0.3a 4.8 ± 0.3a 4.6 ± 0.2a 4.5 ± 0.1a 4.9 ± 0.2a 4.9 ± 0.3a 4.8 ± 0.2a 5.0 ± 0.4ab 5.2 ± 0.4ab 5.5 ± 0.5ab 5.6 ± 0.7b 7.1 ± 0.4c 
EAB (%) 158.3±7.2a 158.3±12.0a 137.9±17.3b 139.9±20.3b 150.8±15.6a 155.2±14.5a 154.6±14.0a 138.7±18.3b 145.3±15.9ab 161.6±8.7a 154.2±15.6a 146.7±13.2ab 
*Means±standard deviation, n=10. Any two means in the same row followed by the same letter are not significantly different (p>0.05). 
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第 3 章 すり身フィルムの性状に及ぼすフィルム形成溶液の加熱処理の影響 
3-1 背景 
過去 10 年間，合成フィルムが丈夫で安価であるため，食品や薬品などの包装に広く
利用されている．しかしながら，合成フィルムは自然界では分解されないため，使用後
に放置されたフィルムが大量蓄積することにより自然環境に深刻な危害を与えている．
合成フィルム廃棄物問題の解決策の一つとして，再生可能資源から生分解性フィルムの
開発とその普及が強く期待されている． 
生分解性・可食性フィルムとは，糖類やタンパク質を主原料とした薄膜で，食品に対
して水蒸気，酵素，香気の透過あるいは各種成分の移動を抑制するために利用されてい
る（Krochta, 2002; Kester and Fennema, 1986）．生分解性・可食性フィルムを調製する原
料の中では，タンパク質は自然界に大量存在し，それ自体がフィルム形成能と栄養価を
持つことから，現在広く研究されている．魚肉タンパク質をベースとした可食性フィル
ムとしては，筋形質タンパク質フィルム(Iwata ら，2000; Tanaka ら，2001)，筋原繊維タ
ンパク質フィルム (Cuq ら，1995; Shiku ら，2003)，筋基質タンパク質フィルム
(Jongjareonrak ら，2006)，すり身タンパク質フィルム(Shiku ら，2004)，筋肉タンパク質
フィルム(Paschoalick ら，2003; Hamaguchi ら，2007)などの開発が報告されている． 
第 1 章では，可食性すり身フィルムの性状に及ぼす pH の影響を調べた結果，pH 3 の
フィルム形成溶液から調製したすり身フィルムの強度が最も高いことを報告した．しか
しながら，pH 3 のすり身フィルムにおいて，MHC とアクチンが明らかに分解され，こ
れには使用したすり身中に存在する酸性プロテアーゼであるカテプシン D とシステイ
ンプロテアーゼが関与していることを第 2 章で明らかにした．また，MHC 含量とフィ
ルム強度との間に高い相関が認められたことから，MHC の分解を抑制すれば，フィル
ム強度の向上が望める．しかしながら，可食性フィルムの調製にあたってプロテアーゼ
インヒビターを添加するわけにはいかない． 
そこで，本研究では，すり身タンパク質溶解度の向上と MHC 分解の抑制を目的に，
フィルム形成溶液の加熱処理について検討した．また，フィルム強度に及ぼすフィルム
形成溶液の加熱処理の影響についても調べた． 
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3-2 実験方法 
3-2-1 試料 
SA 級スケトウダラ冷凍すり身をマルハ株式会社より入手した．なお，本すり身のタ
ンパク質含量は 16.5% (測定値)，水分含量は 75% (測定値)で，ソルビトール 4%，ショ
糖 4%，ポリリン酸 0.3%を含有していた． 
3-2-2 すり身タンパク質の溶解性と組成の測定 
解凍したすり身 6 g を 50 ml の冷蒸留水中で 30 分間攪拌して，ガラスホモジナイザー
(柴田科学株式会社製)で十分に均質化した後，さらに 1M HCl を用いて pH を 3 に調整
した．すり身タンパク質懸濁溶液を 45，70 または 100°C で加熱した後，氷水で冷却し
た．得られた加熱処理すり身タンパク質溶液を遠心分離(5000 × g，30 分間)した後，上
澄液のタンパク質濃度を Lowry 法(Lowry ら，1951)により測定した．さらに，上澄液の
タンパク質組成を SDS-PAGE (Laemmli，1970)で観察した． 
3-2-3 表面疎水性基量の測定 
1-2-13 と同様の方法でタンパク質の表面疎水性基量を測定した． 
3-2-4 SH 基(Sulfhydryl groups)含量の測定 
タンパク質分子の表面に露出される SH 基(表面 SH 基)量は Ellman 法(1959)により測
定した．上述のように加熱処理したすり身タンパク質溶液を 0.1 M リン酸緩衝液(pH 6.8)
で 20 倍希釈した．希釈溶液 4 ml に対して，0.1 M リン酸緩衝液(pH 6.8)を用いて調製し
た 0.1% 5, 5`-ジチオビス(2-ニトロ安息香酸) (DTNB，東京化成工業株式会社製)溶液 0.4 
ml を加え，4°C で 1 時間放置した．さらに室温で 2～3 分間放置した後，1700 × g で 10
分間遠心分離した．遠心分離後，分光光度計(UV-160，島津製作所社製)を用いて波長 412 
nm における上澄液の吸光度を測定した． 
すり身タンパク質の表面SH基含量(Reactive sulfhydryl groups, R-SH，moles･g-１protein)
は以下の計算式から算出した． 
R-SH = {(a+b)×D×A}/(13600×a)=1.62×10-3A 
但し，a はタンパク質溶液量 (ml)，b は DTNB 溶液量(ml)，D は希釈倍数，13600 は分
子吸光係数(M-1・cm3)，A は 412 nm における吸光度を示す． 
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全 SH 基含量(Total sulfhydryl groups, T-SH)は 8 M 尿素-2% SDS で調製した Ellman 試薬
を用いて測定した(Runglerdkriangkrai ら，1999)． 
3-2-5 フィルムの調製 
フィルムの調製は第 1 章に従った．すなわち，上述の加熱処理で得られたすり身タン
パク質溶液の上澄液を用いて，タンパク質濃度が 2%，グリセリン(可塑剤）がタンパク
質の 30％となるようにフィルム形成溶液を調製した．本溶液を Hybrid Mixer (HM-500，
キーエンス株式会社製)により脱泡し，その 4g をシリコン樹脂製の枠(5cm×5cm)内に流
し込んだ．恒温恒湿機(H110K；星和理工株式会社製)を用いて，25±0.5°C，RH 50±2%で
24 時間乾燥させてフィルムを調製した．フィルムをシリコン樹脂から丁寧に剥がし，
25±0.5°C，RH 50±2%の恒温恒湿機内で，さらに 48 時間コンディショニングした後，以
下の実験に供した． 
3-2-6 フィルムの機械的性質の測定 
フィルムの機械的性質は 1-2-6 に記述した方法に従って測定した． 
3-2-7 SDS-PAGE によるタンパク質組成の分析 
1-2-11 に記載した方法で SDS-PAGE を行った． 
3-2-8 フィルム溶解性の測定 
1-2-8 と同じ方法でフィルム溶解性を測定した． 
3-2-9 各種タンパク質変性剤溶液に対するフィルムタンパク質の溶解性 
1-2-12 と同じ方法でタンパク質変性剤溶液に対するフィルムタンパク質の溶解性を
測定した． 
3-2-10 統計処理 
 1-2-14 に記載した方法で統計処理を行った． 
3-3 実験結果および考察 
3-3-1 すり身タンパク質の溶解性と組成に及ぼす加熱処理の影響 
内在酸性プロテアーゼを失活させるために，すり身タンパク質フィルム形成溶液に対
する 45，70，100°C の加熱処理効果を検討した．pH 3 におけるすり身タンパク質の溶
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解性に及ぼす加熱処理の影響を Fig. 3-1 に示す．pH 7 におけるすり身タンパク質の溶解
度は約 10%であった(Fig. 1-1)が，pH を 3 にすると 65%まで増加した．45°C と 70°C 加
熱処理によりすり身タンパク質溶解度はそれぞれ 83%と 78%までさらに向上し，100°C
で 20分間加熱するとすり身タンパク質はほとんど溶解することが認められた(Fig. 3-1)．
この結果は，酸性下における加熱は，すり身タンパク質の溶解度を向上させることを示
唆している．すり身タンパク質溶液の pH を等電点(pH 5.2～5.5)より低く調整すると，
タンパク質分子間に働く電気的反発が大きくなる．さらに，これらの溶液を加熱すると，
タンパク質分子のブラウン運動が激しくなり，タンパク質分子間の反発力が一層強くな
って，タンパク質の溶解性はさらに増加すると考えられる． 
異なる加熱処理で溶解したすり身タンパク質の組成変化を SDS-PAGE により分析し
た(Fig. 3-2)．内在酸性プロテアーゼ活性の最適温度(45°C)では，MHC バンドの減少に伴
い MHC より小さい分子量のバンド(130～150kDa および 70kDa)が認められ，MHC の分
解が進行することが確認された．しかしながら，70°C 加熱においては，いずれの加熱
時間でも MHC 分解が認められなかったことから，すり身の内在酸性プロテアーゼは
70°C で失活していると判断された．100°C では，5 分間加熱により MHC 分解は抑制さ
れたが，10 分間以上加熱すると，MHC とポリアクリルアミドゲルに侵入できない高分
子が減少した．酸性下における 100°C 加熱は，タンパク質の加水分解をもたらすことが
明らかである． 
3-3-2 すり身タンパク質の表面疎水性基量と SH 基量に及ぼす加熱処理の影響 
すり身タンパク質の unfolding 程度に及ぼす加熱処理の影響を調べるために，タンパ
ク質の表面疎水性基量を測定した．Fig. 3-3 に示すように，いずれの加熱温度でも，長
時間加熱するとタンパク質の表面疎水基量が増加した．45°C-10 分間加熱と 100°C-30
分間加熱において，すり身タンパク質の表面疎水基量が最も多くなることが認められた．
MHC の分解に伴い低分子化による表面疎水基量が増加するという第 2 章の結果と一致
している．さらに，Lin と Park(1998)は，タンパク質分子の表面疎水基量が増加すると
ミオシンの溶解度が向上することを報告している．従って，pH 3 における加熱処理は
すり身タンパク質の unfolding を促進させ，結果としてタンパク質溶解度が顕著に増加
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するのであろう(Fig. 3-1)． 
T-SH はタンパク質 SH 基の酸化指標で，R-SH は表面 SH 基の変化を表す
(Runglerdkriangkrai ら，1999)．すり身フィルム形成溶液の pH と加熱温度に関わらず，
T-SH はほぼ 7.5 mol･10-5g protein と一定であった(Table 3-1)．一方，pH 7 では R-SH 含量
は 3.9 mol･10-5g protein であるのに対し，pH 3 では 4.7 mol･10-5g protein まで増加した
(Table 3-1)．いずれの加熱温度でも，加熱時間にとともに R-SH 含量が増加したことか
ら(Table 3-1)，pH または加熱処理によりタンパク質分子の内部に存在する SH 基が表面
に露出されることが認められた．さらに 100°C 加熱による SH 基の露出は速やかに進行
し，最終的に R-SH 基量は T-SH 基量と同じになった(Table 3-1)．これらのことは，タン
パク質の SH 基がこれら加熱処理によって完全に露出されることを示唆している．以上
のことから，pH3 における加熱処理によりすり身タンパク質分子は完全に unfolding さ
れることが分かった． 
3-3-3 すり身フィルムの機械的性質に及ぼす加熱処理の影響 
異なる温度で加熱処理したフィルム形成溶液(pH 3)から調製したすり身フィルムの
TS と EAB を Table 3-2 に示す．45°C で加熱処理した場合，すり身フィルムの TS と EAB
に有意な変化は認められなかった．この結果は，Cuq ら(1995)が報告した大西洋イワシ
肉から調製した筋原繊維タンパク質フィルムの性状に及ぼす加熱の影響と一致してい
る．本研究では，70°C で 20 分間加熱したフィルム形成溶液から，最も高い TS と EAB
のすり身フィルムを得ることができた．一方，100°C で 5 分間加熱するとフィルムの
TS と EAB は増加したが，10 分間以上加熱すると逆に減少する傾向が認められた．タ
ンパク質の変性がタンパク質フィルムにおけるタンパク質間の相互作用，重合体の形成，
フィルムの性状に影響を与えることが知られている．たとえば，加熱処理によりホエー
タンパク質フィルム(Stuchell and Krochta, 1994)，小麦グルテンフィルム(Ali ら，1997)，
エンドウ豆タンパク質フィルム(Choi and Han, 2001) の性状改善が報告されている．し
かしながら，過度の加熱は，ティラピア筋肉タンパク質から調製したフィルムの強度を
減少させることも報告されている(Garcia and Sobral, 2005)．同様の傾向が本研究でも認
められた．これら結果から，加熱条件を適正化することにより，すり身タンパク質フィ
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ルムの機械的性質を改善でき，フィルム形成溶液(pH 3)を 70°C で 20 分間加熱すること
がすり身フィルム形成の最適条件であることが明らかになった． 
3-3-4 フィルム溶解性に及ぼす加熱処理の影響 
フィルムの固形分溶出率は，すり身フィルムの耐水性の指標となる(Rhim ら，2000)．
異なる加熱処理で調製したすり身フィルムの固形分溶出率とタンパク質溶出率を Table 
3-3 にまとめる．いずれの加熱処理条件で調製しても，30°C の蒸留水中で 24 時間振蘯
しても，すり身フィルムは溶解しなかったことから，すり身フィルムのタンパク質ネッ
トワークはかなり安定していることが示唆された．45°C 加熱して得たすり身フィルム
の場合，固形分溶出率は加熱時間による影響をほとんど受けなかった(Table 3-3)．しか
しながら，すり身フィルムの固形分溶出率は 70°C 加熱処理の場合に減少したが，100°C
加熱処理の場合は逆に増加した(Table 3-3)．これらの結果から，フィルムの固形分溶出
率はフィルム中におけるタンパク質ネットワークの強さに関連すると考えられた(Fig. 
3-2，Table 3-3)． 
蒸留水に溶出したタンパク質は，タンパク質フィルムにおいてネットワークに関わっ
ていないもの(Mauri and Anon, 2006)で，蒸留水に溶出したタンパク質量からすり身フィ
ルム中のタンパク質間の結合強度を予想できる．45°C 加熱して得たすり身フィルムに
おいて，タンパク質溶出率は加熱時間に関わらず一定であった(Table 3-3)．しかしなが
ら，70°C 加熱で調製したすり身フィルムのタンパク質溶出率は減少した．一方，100°C
加熱処理で得たすり身フィルムのタンパク質溶出率は，加熱中に一旦減少してから増加
することが認められた．これら結果，すり身タンパク質フィルム形成溶液の SDS-PAGE
パターン(Fig. 3-2)，並びにすり身フィルムの強度(Table 3-2)を併せて考えると，すり身
フィルムの形成メカニズムは加熱処理条件によって異なることが明らかである． 
3-3-5 フィルムの形成メカニズム 
すり身フィルムのタンパク質組成変化を SDS-PAGE で調べた(Fig. 3-4)．45°C 加熱の
場合，いずれの加熱時間でも MHC とアクチンは酸性プロテアーゼによりほぼ完全に分
解され，Table 3-2 に示したようにこれらフィルムの機械的性質に変化は認められなかっ
た．Fig. 3-2 と比較すると，45°C で加熱処理したフィルム形成溶液の 25℃乾燥中にも，
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MHCの分解がさらに進み，65 kDaの新たなバンドが現れた．このバンドは 130～150 kDa
バンドが乾燥過程中に酸性プロテアーゼによって加水分解されて生じたのであろう． 
すり身フィルム形成溶液を 70°C で 5 分間加熱しても，MHC はかなり分解されていた
(Fig. 3-4)．これはフィルム形成溶液の温度が 5 分加熱後では 50℃付近であり，内在酸性
プロテアーゼの活性がまだ残っているためと思われる．70°C で 10 分間以上加熱すると，
SDS-PAGE の分離ゲル内に侵入できずにゲル上に留まる高分子タンパク質，MHC およ
びアクチンの分解は抑制され，10 分間以上の 70°C 加熱処理により内在酸性プロテアー
ゼを失活できることが示唆された．この現象は 100°C-5 分間加熱でも観察された．しか
しながら，100°C で 10 分間以上加熱すると，高分子タンパク質，MHC および 130～150 
kDa タンパク質は加水分解された． 
異なる加熱処理で調製したフィルムのタンパク質間結合を明らかにするため，各種タ
ンパク質変性剤溶液に対するフィルムタンパク質の溶解性を測定した(Fig. 3-5)．45°C
加熱で調製したすり身フィルムはすべて S3 溶液に溶解したことから，これらフィルム
の形成にイオン結合，水素結合，疎水性結合が関与し，特に疎水性結合の役割が大きい
と判断される．70°C 加熱により調製したすり身フィルムでは，S1 可溶画分が加熱時間
とともにいくらか減少し，10 分間以上加熱するといずれのタンパク質変性剤溶液にも
溶解しない不溶画分が増加した．このような現象は 100°C-5 分間加熱においても認めら
れた．しかし，10 分間以上加熱すると，イオン結合と水素結合は増加したが，不溶画
分は存在しなかった．不溶画分の存在は Fig. 3-4 で示した SDS-PAGE において，ゲルに
侵入できない高分子バンドの存在と一致している．一方，S3 溶液の溶解度はメルカプ
トエタノールの添加によって変化しなかったことから，pH 3 におけるすり身フィルム
の形成に S-S 結合は関与しないことが判明した．酸性 pH 下ではスルフヒドリル基(SH
基)の反応性が低いため(Wada ら，2006)，SS/SH 交換反応が起こりにくいのであろう． 
以上の結果より，すり身フィルムの形成は次のように起きると考えられる．すり身フ
ィルム形成溶液を pH 3 に調整した場合，すり身の内在酸性プロテアーゼの最適 pH で
あるため，MHC が分解されてタンパク質分子内部の疎水性基と SH 基が表面に露出す
る．フィルム形成溶液(pH 3)を 70°C 以上で加熱すると，内在酸性プロテアーゼは失活
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し，さらにタンパク質の高次構造が破壊されて疎水基と SH 基が完全にタンパク質分子
表面に露出する．これらフィルム形成溶液の 25℃乾燥中に，完全に変性したタンパク
質分子間の絡み合いが主として疎水性結合を介して進行し，タンパク質ネットワークが
形成される． 
3-4 まとめ 
本章では，すり身タンパク質の MHC 分解の抑制とすり身タンパク質溶解度の向上を
目的に，フィルム形成溶液の加熱処理について検討した．異なる加熱処理により作成し
たすり身フィルムの強度変化とフィルム形成メカニズムについても調べた． 
(1) タンパク質溶解度は加熱処理により向上し，100°C で最も高くなった． 
(2) いずれの加熱温度でも表面疎水性基量が増加したが，特に 45°C で顕著であった． 
(3) 遊離 SH 基の生成速度は，加熱温度に伴って増加した． 
(4) 70°C 加熱で酸性プロテアーゼによる MHC 分解は抑制されたが，100°C で 10 分間
以上加熱すると MHC の加水分解が生じた． 
(5) 70°C 20 分間加熱処理で，すり身フィルムの機械的強度が最大となった． 
(6) 70°C 加熱処理で調製したすり身フィルムの形成には，疎水性結合が主に関与して
いた． 
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Fig. 3-1  Effect of heating temperature and time on the solubility of Alaska pollack surimi proteins 
in water at pH 3. (n=5). 
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Fig. 3-2  SDS-PAGE patterns of film-forming solutions prepared from Alaska pollack surimi with different heating temperature and time. 
M: Standard molecular weight mixture, MHC: Myosin heavy chain. 
 
 52
 0.0
0.2
0.4
0.6
0.8
1.0
1.2
1.4
1.6
1.8
pH 7 0 5 10 15 20 25 30
Heating time（min）
S
u
r
f
a
c
e
 
h
y
d
r
o
p
h
o
b
i
c
i
t
y
 
 
(
r
e
l
a
t
i
v
e
 
v
a
l
u
e
)
 
Fig. 3-3 Relative surface hydrophobicity of film-forming solutions prepared from Alaska pollack surimi with different heating temperature and time. 
         :45°C,   :70°C,   :100°C 
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Fig. 3-4  SDS-PAGE patterns of edible films prepared from Alaska pollack surimi with different heating temperature and time. 
M: Standard molecular weight mixture, MHC: Myosin heavy chain. 
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Fig. 3-5 Protein solubility of edible films prepared from Alaska pollack surimi with different heating temperature and time in various protein denaturant 
solutions.  
         S1: 0.6 M NaCl,    S2: 0.6 M NaCl + 1.5 M urea,   S3: 0.6 M NaCl + 8.0 M urea,   : Insoluble fraction 
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Table 3-1. Changes in total sulfhydryl groups (T-SH, mol･10-5g)* and reactive sulfhydryl groups (R-SH, mol･10-5g)* of surimi proteins by heat 
treatment 
 
Heating time (min) 
 
Temperature 
(°C) 
Control 
(pH7) 0 5 10 15 20 25 30 
45 7.5 ± 0.3 a 7.5 ± 0.2 a 7.5 ± 0.2 a 7.4 ± 0.2 a 7.4 ± 0.2 a 7.5 ± 0.3 a 7.4 ± 0.3 a 7.5 ± 0.2 a 
70 7.5 ± 0.3 a 7.5 ± 0.2 a 7.4 ± 0.2 a 7.5 ± 0.2 a 7.4 ± 0.2 a 7.2 ± 0.3 a 7.5 ± 0.1 a 7.5 ± 0.2 a T-SH 
100 7.5 ± 0.3 a 7.5 ± 0.2 a 7.2 ± 0.3 a 7.2 ± 0.3 a 7.5 ± 0.2 a 7.5 ± 0.3 a 7.5 ± 0.2 a 7.3 ± 0.2 a 
45 3.9 ± 0.3 a 4.7 ± 0.1b 5.9 ± 0.3 c 6.9 ± 0.2 d 7.4 ± 0.2 e 7.5 ± 0.2 e 7.5 ± 0.2 e 7.5 ± 0.4 e 
70 3.9 ± 0.3 a 4.6 ± 0.2 b 6.4 ± 0.2 c 7.2 ± 0.3 d 6.9 ± 0.2 d 6.9 ± 0.2 d 7.1 ± 0.2 d 7.2 ± 0.3 d R-SH 
100 3.9 ± 0.3 a 4.7 ± 0.1 b 7.2 ± 0.3 c 7.2 ± 0.3 c 7.6 ± 0.3 c 7.5 ± 0.2 c 7.5 ± 0.2 c 7.3 ± 0.3 c 
*Values are mean ± standard deviation; n=3. Any two means in the same row followed by the same letter are not significantly different (p>0.05). 
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Table 3-2. Effect of heat treatment on tensile strength (TS) and elongation at break (EAB) of surimi films prepared at pH 3.0* 
 
Heating time (min) 
 
Temperature  
(°C) 0 5 10 15 20 25 30 
45 4.4 ± 0.5 a 4.4 ± 0.5 a 4.6 ± 0.4 a 4.1 ± 0.3 a 4.1 ± 0.3 a 3.4 ± 0.2 b 3.5 ± 0.4 b 
70 4.4 ± 0.5 a 4.4 ± 0.5 a 6.0 ± 0.8 b 6.4 ± 0.7 bc 7.2 ± 0.7 c 6.0 ± 0.7 b 5.8 ± 0.6 b TS (MPa)
100 4.4 ± 0.5 b 6.1 ± 0.3 d 5.1 ± 0.5 c 4.1 ± 0.5 b 3.3 ± 0.4 a 3.1 ± 0.5 a 3.5± 0.5 a 
45 142.4 ± 21.2 a 144.5 ± 16.2 a 148.5 ± 13.1 a 143.5 ± 20.6 a 149.7 ± 21.7 a 140.1 ± 16.7 a 135.5 ± 15.2 a 
70 142.4 ± 21.2 a 145.4 ± 21.8 a 169.9 ± 24.7bc 183.3 ± 21.9 c 198.8 ± 24.6 c 172.2 ± 25.4bc 149.6 ± 23.1a EAB (%)
100 142.4 ± 21.2c 184.5 ± 13.9d 175.4 ± 20.7d 90.7± 7.9b 83.1 ± 10.4ab 82.3 ± 11.6ab 76.2 ± 14.7a 
*Values are mean ± standard deviation; n=10. Any two means in the same row followed by the same letter are not significantly different (p>0.05). 
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Table 3-3. Film solubility and protein solubility of edible films prepared from Alaska pollack surimi with different heat treatment* 
 
Heating time (min) 
 
Temperature 
( °C) 0 5 10 15 20 25 30 
45 21.3±3.0a 19.7±3.1a 21.0±1.2a 22.2±2.1a 21.7±2.5a 22.7±3.1a 21.8±2.7a 
70 21.3±3.0a 18.2±1.3ab 15.5±3.0b 16.3±1.5b 14.3±1.2b 15.2±2.0b 14.0±3.5b 
Film 
solubility 
(%) 
100 21.3±3.0a 21.2±1.7a 24.3±1.2ab 23.6±2.6ab 25.6±1.7b 31.6±1.3c 35.8±1.5d 
45 18.0±2.3a 16.1±0.5a 17.0±0.5a 17.0±1.1a 19.2±1.2a 18.6±1.7a 17.8±1.1a 
70 18.0±2.3a 13.5±1.8b 6.7±0.9c 7.7±2.7c 6.8±1.0c 6.5±0.8c 6.9±1.2c 
Protein 
solubility 
(%) 
100 18.0±2.3e 7.1±0.4a 9.3±0.4b 11.3±0.4c 13.1±0.4d 17.9±0.6e 21.5±1.0f 
*Values are mean ± standard deviation; n=4. Any two means in the same row followed by the same letter are not significantly different (p>0.05). 
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第 4 章 すり身フィルムの保存中における性状変化およびヒートシール性 
4-1 背景 
近年，環境保全における食品包材の廃棄方法が大きな問題となっている(田中，2005;
横山，2004)ため，環境に優しい包材の関心の高まりから，生分解性・可食性フィルム
の開発についての研究が盛んになりつつある．第 1 章から第 3 章において，冷凍すり身
の新規利用および環境に優しい包材の開発を目的として，可食性・生分解性すり身フィ
ルムの開発とそれらの性状改善に関する一連の研究を報告した． 
食品包装の主要な役割は，外からの影響と損害因子を遮断して中身を保護することで
ある．しかしながら，すり身フィルムは主としてタンパク質から構成され，貯蔵環境に
よりすり身フィルム自身も損害を受けると思われる．Cuq ら(1995)はイワシの筋原繊維
タンパク質から調製した可食性フィルムを 20°C，相対湿度 58.7%で保存すると，フィル
ムがある程度変色し，この現象はイワシタンパク質と可塑剤である糖とのメイラード反
応に起因することを報告している．また，Chinabhark ら(2007)は酸性側で調製した Bigeye 
snapper すり身フィルムは黄色化しやすいことを明らかにしている．しかしながら，pH3
で調製したスケトウダラ（Alaska pollack）すり身フィルム形成後の性状変化に関しては，
これまで全く研究されていない． 
一方，可食性フィルムの用途の一つは，乾燥食品の内袋としての利用である
(Debeaufortら，1998)．そこで，パウチ包装するにあたり，フィルムの適切なシール方
法の検討が必要である．しかし，可食性すり身フィルムのヒートシール性およびシール
の形成メカニズムについてもほとんど報告されていない． 
そこで本章では，すり身フィルムが使用されるまでの保存期間中に生じる性状変化と
すり身フィルムのシール形成性について検討した． 
4-2 実験方法 
4-2-1 試料 
第 3 章と同一の SA 級スケトウダラ冷凍すり身(マルハ株式会社)を用いた． 
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4-2-2 フィルム形成溶液の調製 
フィルム形成溶液は第 3 章に従って作成した．すなわち，SA 級スケトウダラ冷凍す
り身のタンパク質濃度を 2%になるようにスケトウダラ冷凍すり身懸濁溶液を調製し，
1M HCl を用いて pH 3 に調整した．但し，グリセリンは添加しなかった．これらの溶液
をガラスホモジナイザー(柴田科学株式会社製)で十分に均質化させ，70°C で 20 分間加
熱し，次いで Hybrid Mixer (HM-500，株式会社キーエンス製)により脱泡してフィルム形
成溶液を調製した． 
4-2-3 フィルムの調製 
1-2-5 と同様にすり身フィルムを調製した．但し，ヒートシール実験に供したフィル
ムは，シリコン樹脂製の枠(5cm×5cm)内にフィルム形成溶液 6g を注入して作成した． 
4-2-4 保存条件 
 幅 20mm，長さ 45mm に切断したフィルムを，40±0.5°C，相対湿度 40±2%の恒温恒
湿器内(H110K；星和理工株式会社製)で保存し，定期的にサンプリングした．また，サ
ンプリングしたフィルムを，25±0.5°C，相対湿度 50±5%の恒温恒湿器内で，さらに 24
時間コンディショニングした後，以下の実験に供した． 
4-2-5 フィルムの色調の測定 
 保存したフィルムの色調をカラーリーダー(CR-13，コニカミノルタセンシング株式会
社製)により測定した．パラメーターとしては，L*(黒－白)，a*(緑－赤)，b*(青－黄)を測
定した．白色校正板の値は，L* = 96.3，a* = -0.1，b* = 1.7 であった． 
4-2-6 フィルムの機械的性質の測定 
 保存したフィルムの厚さをシックネスゲージ (シリーズ No. 7360，Mitutoyo 社製)で 6
点測定した後，テンシプレッサー(TTP-50BXⅡ，タケトモ電機株式会社製)を用い，間
隔 30mm，引っ張り速度 0.5mm·sec-1 で引っ張り試験を行った．引っ張り強度（TS）お
よび引っ張り伸び率（EAB）は 1-2-6 に従って計算した．  
4-2-7 WVP の測定 
1-2-7 と同じ方法でフィルムの WVP を測定した． 
4-2-8 フィルムの光透過性および透明度 
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1-2-10 に記載した方法で，フィルムの光透過性および透明度を測定した． 
4-2-9 ヒートシールサンプルの調製とシール強度の測定 
 幅 20mm，長さ 45mm に切断したすり身フィルム 2 枚を電動式インパルスシーラー(圧
力=980 kPa；OPL-200，富士インパルス株式会社製)を用い，加熱温度(140，150，160，
170，180，190°C)，加熱時間(1，3，5 秒)で各々ヒートシールした．ヒートシール部の
幅は 10 mm であった．調製したサンプルを恒温恒湿器(KCL-2000A，東京理科機械株式
会社製)を用いて，25±0.5°C，相対湿度 50±2%で 24 時間コンディショニングした後，
テンシプレッサー(TTP-508XⅡ，タケモト電機株式会社製)を用い，間隔 30mm，引っ張
り速度 0.5mm·sec-1 で引っ張り試験を行った．シール強度は以下の計算式から算出した
(Kim ら，2001)． 
 シール強度 (N/m) = F/L 
但し，F は引っ張り強度(N)，L はフィルムの幅(m)を示す． 
4-2-10 フィルムの示差走査熱量(DSC)の測定 
Mauriら(2006)の方法に従ってDSC測定を行った．すなわち，液体窒素を用いて粉末に
したすり身フィルム約 20mgを油圧ポンプ(No. P-165，理研精機株式会社製)を用いて，
およそ 100kg･cm-3 で圧縮してペレット状に整形した．このようにして得た試料をアル
ミニウムセル(外形 φ7mm×5mm，島津製作所株式会社製)に詰め，シーラーにより密封
後，DSC-50(島津製作所株式会社製)を用いて昇温測定を行った．基準物質として約 40mg
のアルミナ粉末(島津製作所株式会社製)を用い，同様の手順でセルに封入後，それぞれ
のセルを装置に着装した．液体窒素により冷却後，昇温速度 10°C /minで-20°C～250°C
の範囲で測定した．ソフトウェアTA-50ws(島津製作所株式会社製)を用いて，得られた
典型的なDSC曲線からすり身フィルムの融解温度を解析した． 
4-2-11 SDS-PAGE によるタンパク質組成の分析 
1-2-11 と同じ条件で SDS-PAGE を行った． 
4-2-12 各種タンパク質変性剤溶液に対するフィルムタンパク質の溶解性 
 1-2-12 と同じ方法で，タンパク質変性剤溶液に対するフィルムタンパク質の溶解度を
測定した． 
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4-2-13 統計処理 
 1-2-14 に記述した方法で統計処理を行った． 
4-3 実験結果および考察 
4-3-1 すり身フィルムの性状変化 
 保存期間におけるすり身フィルムの性状変化を促進させるため，本研究では保存温度
を室温より少し高めて 40°C に設定した．また，すり身フィルムは主としてタンパク質
であり，高い湿度で保存すると微生物による影響を受ける恐れがあるため，本研究では
低い湿度(RH 40%)条件下におけるフィルムの性状変化について検討した． 
保存初日，すり身フィルムの色調は，L* = 95.3 ± 0.1，a* = -0.36 ± 0.05，b* = 3.2 ± 0.1
であった．保存期間中，L*値とa*値にほとんど変化は認められなかった．一方，保存期
間中にすり身フィルムのb*値は，Fig. 4-1 に示すように変化した．保存初期にb*値は急激
に増加し，続いて 6～30 日間は緩やかに増加することが認められ，30 日間保存後に変
色は進行しなくなった．即ち，40°C，RH 40%保存中にすり身フィルムは褐色化(Fig. 4-2)
することが明らかになった．Chinabharkら(2007)は，酸性フィルム形成溶液(pH 3)を用い
て調製したBigeye snapper (Priacanthus tayenus)すり身フィルムが速やかに褐色化するこ
とを報告している．その原因は酸性条件下ですり身中のショ糖が加水分解され，生成し
たグルコースとフルクトースがすり身タンパク質とメイラード反応を起こすためであ
ろうと推察している．本研究でも，酸性側でショ糖を含有するすり身タンパク質溶液を
70°Cで加熱したため，還元糖を生じ，40°C，RH 40%の保存中にすり身タンパク質との
間にメイラード反応が起こり，すり身フィルムが褐色化したと判断した． 
 次に，フィルムの性状に及ぼす褐色化の影響を調べた．保存中におけるすり身フィル
ムの機械的性質の変化を Fig. 4-3 に示す．保存 0 日では，フィルムの引っ張り強度(TS)
は 12.5 MPa，引っ張り伸び率(EAB)は 59.6%であった．一方，70°C-20 分間処理で得ら
れたすり身フィルムの TS は 7.2 MPa，EAB は 198%であった(第 3 章)．高 TS(12.5 MPa)
と低 EAB(59.6%)は本章でフィルム形成溶液を調製する時，可塑剤であるグリセリンを
添加しなかったためである．また，本研究で得られたすり身フィルムの機械的性質は，
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pH 3 で調製したクロカジキ筋原繊維タンパク質フィルム(TS=15.2 MPa，EAB=27.6%; 
Shiku ら，2003)と類似していた．キャッサバでん粉から調製した可食性フィルムの性
状に及ぼす室温保存の影響を調べた結果，保存時間と共にでん粉老化によりフィルムの
強度が低下すると報告されている(Famá ら，2007)．一方，すり身フィルムの場合，保存
中に TS が 12.5 MPa から 23.7 MPa まで増加し，その後ほぼ一定値になった(Fig. 4-3)．
また，LDPE 合成フィルム(Shiku ら，2003)の強度(TS=16.5 MPa)と比較すると，本研究
で得られたすり身フィルムの強さはこれらに匹敵する．一方，すり身フィルムの引っ張
り伸び率(EAB)は 59.6%から 20.7%まで減少し，その後一定になった．一般的に，TS と
EAB は負の相関にあり(Gennadios ら，1993)，本研究でもその傾向が認められた(Fig. 4-3)． 
すり身フィルムの WVP の保存中の変化を Fig. 4-4 にまとめる．自然界に存在する多
くのバイオポリマーは水分を吸収し易いため，WVP の測定は可食性・生分解性フィル
ムの使用にあたって重要である(Arvanitoyannis ら，1998)．保存 0 日のすり身フィルムの
WVP は 0.79×10-10(g・m-1・s-1・Pa-1)で，やや低い値を示した．保存初期においてフィ
ルムの WVP は増加したが，6 日間以降 1.09~1.14×10-10(g・m-1・s-1・Pa-1)でほぼ一定と
なった．保存初期では，すり身タンパク質は還元糖とのメイラード反応により親水性が
増加して，すり身フィルムの WVP が増加したと考えられる．また，可食性すり身フィ
ルムは従来の合成プラスチックスフィルムと異なり，タンパク質などを主成分としてい
るため，水分による影響を受けやすいと思われる．従って，すり身フィルムの優れた性
状を保つためには，相対湿度が低い条件下で保存する必要があろう． 
 保存中におけるすり身フィルムの光透過率(T%)と透明度(吸光度/mm)の変化を Table 
4-1 に示す．第 1 章と同様に，いずれの保存時間でも，すり身フィルムは 200～280 nm
の紫外線を透過させないことが分かった．さらに，保存時間に伴い 300～400 nm の近紫
外線の透過を抑制するようになった．しかしながら，400 nm 以上の可視光の透過率に
及ぼす保存の影響はほとんど認められず，保存中にフィルムの透明度も変化しなかった．
Acton ら(2000)はメイラード反応により生成した褐色化成分が紫外線を強く吸収すると
報告している．本研究においても近紫外線領域の透過性が低下したのは，すり身フィル
ムの褐色化に関与していると考えられる．脂質の自動酸化による食品の劣化は酸素だけ
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でなく，紫外線の影響も大きく受けるが，すり身フィルムは Table 4-1 に示すように紫
外線の透過をほとんど遮断している．従って，スケトウダラすり身フィルムを実際に使
用すると，可食性あるいは生分解性であるというイメージの他に，紫外線による食品の
劣化を防止できる利点がある． 
4-3-2 フィルムの性状変化のメカニズム 
 すり身フィルムを構成するタンパク質の保存中における組成変化を SDS-PAGE を用
いて分析した(Fig. 4-5)．すり身フィルムの MHC は保存中に減少し，SDS-PAGE ゲルに
侵入できない高分子画分が増加したことから，保存中に MHC 間に重合化が進行すると
考えられた．保存 20 日以上で MHC のバンドはほとんど認められず，さらに高分子画
分の減少も観察された．これは MHC 間の重合化が極度に進行し，結果として SDS-PAGE
の泳動サンプル調製に用いる可溶化液(2% SDS + 8 M 尿素＋20 mM Tris-HCl (pH8.8)＋
2% 2-メルカプトエタノール溶液)にも溶解しにくくなったためと考えられる(Table 4-2)． 
すり身フィルムにおけるMHC含量の保存中の変化とフィルムの色調（b*値）との関係
を次に検討した．すなわち，電気泳動パターンをスキャナーで取り込み，NIH Imageソ
フトを用いて染色強度を解析してMHC含量を求めた．MHC含量とフィルムのb*値の間
に高い相関性(R2=0.92)が認められ(Fig. 4-6)，フィルムのMHC含量が少ないほどb*値は高
くなることが明らかになった．これら結果から，すり身フィルムのメイラード反応は，
主としてすり身タンパク質のMHCと還元糖間に起こることが示唆された．一般的に，
メイラード反応によりタンパク質間に架橋結合が形成されることが報告され(Silvanら，
2006)，本章でも同様の現象が確認された(Fig. 4-5)．MHCの重合が進むほど，フィルム
中におけるタンパク質分子鎖が長くなって動くのが困難となるため，フィルムのTS増
加とEAB減少(Fig. 4-3)がもたらされると考えられる． 
4-3-3 すり身フィルムのヒートシール性 
 ヒートシールの方法としては，バーシールやインパルスシールのように外から直接加
熱圧着する方法，高周波を当てて誘電発熱によりシーラント層を溶着させる方法，さら
に超音波でシール界面を摩擦熱により溶着させる方法がある．各種パウチや軟包装袋の
トップシール，あるいはプラスチックス袋の半剛性容器の蓋による密封など，ほとんど
 64
の包装工程でヒートシール法が用いられている．シールが適正に成されているかは，包
装の安全，衛生管理の観点からも極めて重要な用件である． 
 フィルム材のヒートシール性，すなわち諸条件下におけるヒートシールの強さは，そ
の包材の包装適正を左右する．通常軟包装材のヒートシール性は，シーラントの軟化点，
融点あるいは溶融粘性などに基づく接着特性に支配される． 
 ヒートシールの強さを測定する試験では，試験片のシール部を中央にして 180°に開き，
両端部を定速伸長型引張り試験機のつかみに挟んで剥離させ，その時の最大圧力をヒー
トシールの強さ(N/m)とした． 
予備実験の結果，130°C 以下の加熱温度では，すり身フィルムをヒートシールするこ
とは不可能であることが分かった．一方，200°C 以上の加熱温度ではシール部が黒化し
て，実用的でないことが確認された．そこで本章では，すり身フィルムのヒートシール
温度を 140～190°C に設定して作成したすり身フィルムのシールの性状について検討し
た． 
 フィルムのヒートシール温度，時間がすり身フィルムのシール性状に及ぼす影響を
Fig. 4-7 にまとめる．ヒートシール時間が 1 秒間の場合，140～160°C ではヒートシール
温度はシール強度に影響を及ぼさなかったが，それ以上の温度ではシール強度が顕著に
増加した．ヒートシール時間が 3 秒間の場合，フィルムのシール強度は 150°C まで一定
であり，150～170°C でヒートシール温度に伴い増加したが，180，190°C では有意な差
が認められなかった．同様の傾向が 5 秒間のヒートシール時間でも認められた．これら
結果から，ヒートシール温度はすり身フィルムのシール強度に顕著な影響を与えること
が明白である．さらに，ヒートシール温度 160，170°C において，すり身フィルムのシ
ール強度にヒートシール時間は影響をもたらしたが，それ以外の温度域では大きな影響
は認められなかった．一方，180°C あるいは 190°C でヒートシールすると，フィルムの
シール部が極めて黄色化したことから，160～170°C がすり身フィルムの最適ヒートシ
ール温度領域と判断された．Kim ら(2001)は，脂質を添加したホエータンパク質フィル
ムのシール性を研究した結果，フィルムのヒートシールの最適温度はフィルムタンパク
質の融解温度に関連することを明らかにしている．従って，本章においてもすり身フィ
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ルムタンパク質の融解温度を DSC を用いて測定した．Fig. 4-8 に示すように，すり身フ
ィルムの融解温度は 166.4°C であり，フィルムの最適ヒートシール温度領域内であるこ
とが分かった．  
次に，ヒートシール温度 170°C において，すり身フィルムのシール強度に及ぼすグリ
セリン添加の影響を検討した．Fig. 4-9 に示すように，すり身タンパク質に対してグリ
セリンを 5%あるいは 10%添加してもすり身フィルムのシール強度はほとんど一定であ
ったが，15%あるいは 20%添加すると顕著に増加した．Cuq ら(1997d)によって，乾燥し
たイワシ筋原繊維タンパク質(水分含量 2.2%)の融解温度が 215～250°C であり，可塑剤
の添加によりその温度が顕著に低下することが報告されている．本章では，グリセリン
の添加に伴い，すり身フィルムの水分含量が 10.7%から 21.5%まで増加したが，フィル
ムの融解温度の変化は認められなかった．タンパク質の種類によりその構造も異なるた
めに可塑剤とタンパク質間の相互作用も違ってくるためと推察されるが，不明な点は多
く，今後の研究課題であろう．一方，グリセリンはヒートシールの触媒として働くこと
が報告されている(Kim ら，2001)．本章でも，15%以上のグリセリン添加によりすり身
フィルムのシール強度が向上することを確認した．  
4-3-4 すり身フィルムのシール形成メカニズム 
すり身フィルムのヒートシール温度，時間が，フィルムシール部のタンパク質組成に
及ぼす影響を SDS-PAGE を用いて分析した(Fig. 4-10)．ヒートシール時間が 1 秒間の場
合，MHC バンドの濃さは 140°C から 180°C にかけてシートシール温度の影響をあまり
受けなかったが，190°C では MHC が少し減少した．また，ヒートシール温度に伴い
SDS-PAGE ゲルに侵入できない高分子画分が徐々に増加した．一方，ヒートシール時間
を長くすると，ヒートシール温度の上昇に伴い MHC の減少が速やかに進行するように
なった(Fig. 4-10)．本研究で使用したヒートシーラーは片方加熱型であり，ヒートシー
ル時間が 1 秒間の場合，すり身フィルムタンパク質は完全に融解されず，MHC 間の高
分子ポリマー形成反応が十分に起こらないと考えられた．一方，170°C で 3 秒間ヒート
シールした場合，すり身フィルムのシール部のタンパク質組成にグリセリン添加の影響
が認められなかった(Fig. 4-11)．すなわち，MHC 間の相互作用にグリセリンは影響を及
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ぼさないことが示唆された． 
 加熱により融解したタンパク質間に形成する結合を明らかにするため，各種タンパク
質変性剤溶液に対するフィルムのシール部タンパク質の溶解性を測定した(Fig. 4-12)．
すり身フィルムをヒートシールすると，フィルムのシール部におけるタンパク質間のイ
オン結合が減少し，水素結合がいくらか増加することが認められた．Kim ら(2001)もホ
エータンパク質フィルムをヒートシールすると，水素結合が増加すると報告している．
一方，いずれのヒートシール時間でも，ヒートシール温度の上昇に伴いすり身フィルム
シール部において，タンパク質間の疎水性結合の割合が減少し，不溶画分が増加した．
特にヒートシール時間が長いと，疎水性結合の減少と不溶画分の増加が速やかに進行し
た．これらのことから，ヒートシール時の加熱によりすり身タンパク質間に共有結合に
よる重合が起こり，結果として不溶画分が増加したと推測された．また，第 3 章と同様
に，ヒートシール部に S-S 結合は認められなかった．一方，すり身フィルムのシール部
におけるタンパク質間結合の種類や割合に，グリセリンの添加はほとんど影響しなかっ
た(Fig. 4-13)．この結果は，Fig. 4-11 に示した SDS-PAGE パターンと一致している．従
って，15%以上のグリセリン添加によりすり身フィルムのシール強度が向上されたこと
(Fig. 4-9)は，グリセリンの触媒作用によってフィルム接触面間のタンパク質結合が増加
したためと思われる． 
4-4 まとめ 
本章では，すり身フィルムの実用化を目指して，保存中におけるフィルム性状の変化
を検討するとともに，すり身フィルムのヒートシール性について調べた． 
(1) 保存期間中にすり身フィルムの b*値が増加し，褐色化することを明らかにした． 
(2) 保存初期にフィルムの TS，WVP は増加し，EAB は減少した． 
(3) 保存中に，フィルムの紫外線透過率は減少したが，可視光透過率に大きな変化は
認められなかった． 
(4) すり身フィルムの MHC は保存中に減少し，SDS-PAGE ゲルに侵入できない高分
子画分が増加した．これらのことから，すり身フィルムのタンパク質とショ糖が
加水分解されて生じた還元糖との間のメイラード反応の進行が示唆された． 
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(5) すり身フィルムはヒートシール性を有することが認められ，160～170°C がすり
身フィルムシール強度に対して最適ヒートシール温度領域であることを明らか
にした． 
(6) すり身タンパク質に対して 15%以上のグリセリンを添加すると，すり身フィル
ムのシール強度が増加した． 
(7) すり身フィルムシール部において，ヒートシール温度に伴い疎水性結合が減少し，
不溶画分が増加したことは，SDS-PAGE においてゲルに侵入できない高分子バン
ドの増加と対応していた．これらのことから，シール部の高分子画分はすり身タ
ンパク質間の重合(共有結合)により形成されると判断した． 
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Fig. 4-1  Effect of storage time on browning (b* value) of edible films prepared 
from Alaska pollack surimi. (n=10). 
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Fig. 4-2  Photographs of edible films prepared from Alaska pollack surimi. 
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Fig. 4-3 Effect of storage time on the tensile strength (TS) and elongation at break 
(EAB) of edible films prepared from Alaska pollack surimi. (n=10). 
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Fig. 4-4 Effect of storage time on water vapor permeability (WVP) of edible films 
prepared from Alaska pollack surimi. (n=5). 
 
 71
200 
50 
40 
30 
150 
60 
70 
85 
100
120
kDa
M            0            1             2           3           4             5           6           10            20        30          40
Storage time (days) at 40 ℃  
Fig. 4-5 Effect of storage time on SDS-PAGE patterns of edible films prepared 
from Alaska pollack surimi. 
M: Standard molecular weight mixture. 
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Fig. 4-6 Relation between the b* value of surimi films and the content of myosin 
heavy chain (MHC). (n=10). 
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Fig. 4-7  Effect of temperature and dwell time on heat seal strength of edible 
films prepared from Alaska pollack surimi. (n=10). 
        : 1 s of dwell time, : 3 s of dwell time, : 5 s of dwell time. 
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Fig. 4-8  Differential scanning calorimetry thermogram of edible films prepared 
from Alaska pollack surimi. 
 75
 0
50
100
150
200
250
300
350
-5 0 5 10 15 20 25
Glycerol content (%)
Se
al
 st
re
ng
th
 (N
/m
)
 
Fig. 4-9  Effect of glycerol content on seal strength of edible films prepared 
from Alaska pollack surimi (dwell time: 3 s). (n=10). 
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Fig. 4-10  SDS-PAGE patterns of proteins in surimi film seals. 
M: Standard molecular weight mixture; 
C: Control (without heat sealing). 
 77
  
 
M                  0                   5                 10  15                  20 
Glycerol content (%)
200 
50 
40 
30 
150 
60 
70 
85 
100
120
kDa
MHC 
Actin
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 4-11  Effect of glycerol content on SDS-PAGE patterns of proteins in surimi 
film seals (Heat sealing temperature: 170°C, dwell time: 3 s). 
M: Standard molecular weight mixture. 
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Fig. 4-12  Effect of heat sealing temperature and dwell time on protein solubility 
of surimi film seals.  
             S1: 0.6 M NaCl,     
             S2: 0.6 M NaCl + 1.5 M urea,    
    S3: 0.6 M NaCl + 8.0 M urea,     
     : Insoluble fraction. 
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Fig. 4-13 Effect of glycerol content on protein solubility of surimi film seals. 
             S1: 0.6 M NaCl,  
             S2: 0.6 M NaCl + 1.5 M urea,  
    S3: 0.6 M NaCl + 8.0 M urea,   
     : Insoluble fraction. 
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Table 4-1  Effect of storage time on light transmission (%) and transparency (A600/mm) of edible films prepared from Alaska pollack surimi * 
Wave length （nm） Storage time
(days) 200 280 300 350 400 500 600 700 800 
Transparency 
0 0 0 26.1±3.6a 59.2±2.7a 65.9±5.1a 71.1±4.4a 73.6±3.9a 75.7±3.4a 77.1±3.0a 4.7±0.8a 
1 0 0 19.8±1.2b 51.8±3.0b 60.6±4.6a 68.6±4.3a 71.6±3.8a 73.8±3.5a 75.3±3.3a 4.9±0.8a 
2 0 0 16.1±1.6c 47.4±2.4c 58.1±4.2ab 67.8±4.3a 71.1±3.9a 73.4±3.5a 75.0±3.2a 5.0±0.8a 
3 0 0 15.0±1.4cd 46.0±2.2cd 57.4±3.9ab 67.7±4.1a 71.1±3.7a 73.4±3.2a 75.0±2.9a 4.9±0.7a 
4 0 0 14.3±0.9d 44.9±2.9cd 57.0±4.5ab 68.1±4.7a 71.7±4.3a 73.9±3.9a 75.5±3.6a 4.8±0.9a 
5 0 0 13.0±1.0d 42.4±2.2d 55.0±3.8b 66.5±4.2a 70.2±3.8a 72.4±3.3a 74.0±2.9a 5.1±0.8a 
6 0 0 12.6±1.1de 41.4±1.7d 54.0±2.8b 66.3±4.0a 70.5±3.5a 72.7±3.2a 74.7±3.0a 5.1±0.7a 
10 0 0 11.4±1.3e 39.5±1.5d 53.5±3.3b 67.2±4.4a 71.4±4.2a 73.8±3.8a 75.4±3.6a 4.9±0.8a 
20 0 0 10.1±1.3ef 36.7±0.7de 51.3±2.5bc 66.4±4.0a 70.9±3.8a 73.3±3.5a 74.8±3.2a 5.0±0.8a 
30 0 0 8.6±1.6f 33.8±0.6e 48.9±1.7c 65.3±3.6a 70.2±3.5a 72.7±3.1a 74.2±2.8a 5.1±0.7a 
40 0 0 8.5±1.4f 32.7±1.0e 47.9±2.1c 65.1±3.5a 70.1±3.7a 72.6±2.9a 74.1±3.0a 5.1±0.8a 
*Means ±standard deviation, n=3. Any two means in the same row followed by the same letter are not significantly different (p>0.05). 
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Table 4-2  Effect of storage time on protein solubility of surimi films in the dissolving solution* 
Storage time 
(days) 
0 1 2 3 4 5 6 10 20 30 40 
Protein solubility
（%） 
99.7 97.9 97.5 96.8 96.3 95.3 94.2 91.9 88.7 84.1 80.2 
* Dissolving solution: 2% SDS–8M urea –2%mercaptoethanol–20 mM Tris–HCl (pH 8.8). 
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第 5 章 イワシ油酸化に及ぼすすり身フィルム包装の影響 
5-1 背景 
冷凍すり身の新規利用の一環として，また環境に優しい包材の開発を目的として，す
り身フィルムの開発(第 1 章)，フィルムの性状改善(第 2，3 章)について一連の研究を遂
行した結果，すり身フィルムの最適形成条件は，フィルム形成溶液(pH 3)の 70°C，20
分間加熱処理であることを明らかにした．また，すり身フィルムは常温保存中にその性
状が大きく変化しないこと，ヒートシール性を有することも分かった(第 4 章)．従って，
可食性・生分解性機能を持つすり身フィルムの食品包装材料としての実用化的な利用方
法について検討する必要がある． 
一方，脂質の自動酸化による食品の品質劣化を防止するために，通常は抗酸化剤を食
品に添加するが，生鮮食品などに抗酸化剤を直接添加することは難しい．そこで近年，
天然抗酸化剤を添加した可食性フィルムの開発が注目さている(Huang and Weng，1998; 
Wesslingら，2000; Leeら，2004; Jongjareonrakら，2007)．抗酸化剤を添加した可食性フ
ィルムで食品を包装すると，酸化防止剤が包材から溶出して食品表面のラジカルを捕捉
し，脂質の自動酸化連鎖反応の進行を停止することが明らかにされている(Hoojjatら，
1987)．しかし，すべての天然抗酸化剤が安全というわけではないため，消費者は抗酸
化剤が添加されていない食品を望んでいる．一方，脂質の自動酸化は主として酸素が食
品と接触して起こることから，酸素を透過しないまたは抗酸化機能を有するフィルムで
食品を包むことにより，脂質酸化を防止できる可能性が大きいと思われる．また，タン
パク質フィルムの酸素透過性は合成フィルム，糖類フィルムより低いことが報告されて
いる(Cuqら，1998a)．さらに，タンパク質自体が抗酸化機能を持っていることも知られ
ている(Taguchiら，1988)．しかしながら，可食性タンパク質フィルムで食品を包むこと
により脂質酸化を防止できる可能性についてはほとんど研究されていない． 
そこで本章では，可食性すり身フィルムの酸素透過性と抗酸化能を調べるとともに，
すり身フィルム包装によるイワシ油の酸化防止効果についても検討した． 
5-2 実験方法 
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5-2-1 試料および試薬 
第 3 章と同一の SA 級スケトウダラ冷凍すり身(マルハ株式会社)を用いた．マイワシ
油(気仙沼産；脱酸，脱色，脱臭)は日本水産株式会社から入手した．試薬は全て和光純
薬工業株式会社から購入して使用した． 
5-2-2 フィルム形成溶液の調製 
4-2-2 と同じ方法でフィルム形成溶液を調製した． 
5-2-3 フィルムの調製 
1-2-5 と同様にすり身フィルムを調製した． 
5-2-4 フィルムの酸素透過性(Oxygen permeability, PO2)の測定 
フィルムのPO2はGarcíaら(1999)の方法に従い，アクリル樹脂セル(Fig. 5-1)を用いて測
定した．アクリル樹脂セルはフィルムによって 2 つのコンパートメントに分けられ，容
積は両方とも 79.2 cm3であった．また，コンパートメント間の透過面積は 13.2 cm2であ
った．測定時，5 cm×5 cmのすり身フィルムを 2 つのコンパートメント間に置き， 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 5-1  Diagram of the oxygen permeability cell 
O-リングによってセルを密閉した．コンパートメント1の酸素濃度を100%，圧力を1 atm
に保ち，測定中には酸素を絶えず Gas inlet から供給した．フィルムを装着した装置を
20°C，50% RH の恒温恒湿器中に放置し，1 時間間隔でガスタイトシリンジ(ハミルトン
株式会社製)を用いてコンパートメント 2 からガスサンプルを採取した．ガスサンプル
の酸素濃度をガスクロマトグラフィー(G-5000A，日立製作所株式会社製)を用いて，
WG-100 カラム(ジーエルサイエンス株式会社製)により測定した．なお，キャリアガス
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としては He を用いた．フィルムの PO2 (mol·m·m-2·s-1·Pa-1)は，以下の計算式を用いて算
出した． 
PO2 =k ( Vδ / RTA) 
但し，V はコンパートメントの容積(m3)，δ はフィルムの厚さ(m)，R は気体定数，T は
温度(K)，A は酸素の透過面積(m2)を示す．フィックの法則とドルトンの法則により k
は以下の計算式を用いて求めた． 
k = ln[(YA1-YA2,0) / (YA1-YA2)]/t 
但し，YA1はコンパートメント 1 の酸素濃度，YA2,0はコンパートメント 2 の最初の酸素
濃度，YA2はコンパートメント 2 の各時間の酸素濃度，t は時間(秒)を示す．ln[(YA1-YA2,0) 
/ (YA1-YA2)]を時間に対してプロットして k を求めた． 
5-2-5 フィルムのラジカル捕捉能の測定 
2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH)ラジカル捕捉能は，Yamaguchi ら(1998)の方法に従
って測定した．即ち，0.2 mM DPPH エタノール溶液 2 ml に Tris-HCl 緩衝液(0.1 M，pH 
7.4)を用いて調製したすり身フィルム粉末溶液を 2 ml 加え，室温暗所で 30 分間振蘯し
た後，遠心分離(4500 × g，10 分間)を行った．得られた上澄液の 517 nm における吸光度
を可視分光光度計(UV-160 型，島津製作所株式会社製)を用いて測定した．フィルム粉末
を添加していないコントロールについても同様の操作を行い，得られた上澄液の吸光度
を測定した．フィルムの DPPH ラジカル捕捉能は，以下の計算式を用いて算出した． 
DPPH ラジカル捕捉能 (%)= (1-サンプルの吸光度/コントロールの吸光度) × 100 
5-2-6 フィルムの還元力の測定 
すり身フィルムの還元力は Oyaizu (1988)の方法によって測定した．即ち，2 ml の蒸留
水で調製したすり身フィルム粉末溶液にリン酸緩衝液(0.2 M，pH 6.6) 2 ml と 1%フェリ
シアン化カリウム 2 ml を加え，50°C で 20 分間振蘯した後，10%トリクロロ酢酸を添加
して反応を停止した．遠心分離(1500 × g，10 分間)により得られた上澄液(2 ml)に蒸留水
2 ml と 0.1%塩化第二鉄溶液 0.4 ml を加え，10 分間反応させた後，700 nm の吸光度を測
定した． 
5-2-7 脂質酸化実験用サンプルの調製 
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 20 × 20 mm のすり身フィルムを直径 30 mm ビーカー内のイワシ油 2 g に浸漬し，40
±0.5°C，相対湿度 40±2%の恒温恒湿器内(H110K；星和理工株式会社製)に保存した．1
日間隔でイワシ油の酸化進行程度を過酸化物価(Peroxide value, PV)とチオバルビツール
酸反応物質(Thiobarbituric acid reactive substances, TBARS)を指標として測定した． 
一方，ヒートシーラー(No.306，白光株式会社製)を用いて，二軸延伸ポリプロピレン
(OPP)フィルムとすり身フィルムのパウチを作成した．得られたパウチにイワシ油を 2 g
入れ，空気を取り除いてシールした．調製したサンプルを 40±0.5°C，相対湿度 40±2%
の恒温恒湿器内に保存した．また，フィルムパウチに封入したイワシ油に 2 ml または 3 
ml の空気を注入したサンプルも調製して同様の条件で保存した．保存期間中にイワシ
油の PV と TBARS を定期的に測定し，包装に用いたすり身フィルムのタンパク質組成
の変化を SDS-PAGE を用いて検討した． 
5-2-8 過酸化物価(PV)の測定 
PV は Takagi らの方法(1978)に従って測定した．すなわち，25 ml の三角フラスコに
20 ~ 40 mg のイワシ油を精秤し，クロロホルム 5 ml と酢酸 10 ml を加えて溶解した後，
50% (w/v)ヨウ化カリウム水溶液 1 ml を素早く加えた．よく振り混ぜ，5 分間暗所で反
応させた後，2 % (w/v)酢酸カドミウム水溶液を 9 ml 添加した．混合した溶液を暗所に
20 分放置した後，上層液の吸光度を 410 nm で測定した．なお，試料を含まない対照液
についても同様の操作を行い，得られた上層液の吸光度を測定した．試料の PV (meq・
kg-1)は，以下の計算式を用いて算出した． 
PV = {(a -b) × 60.14 + 0.69} / (8w)  
但し，a は試料溶液の吸光度，b は対照溶液の吸光度，w は試料重量(mg)である． 
5-2-9 チオバルビツール酸反応物質(TBARS)の測定 
TBARS は Buege and Aust (1978)の方法に従って測定した．すなわち，蓋付き遠心管に
50 ~ 100mg の試料を精秤し，TBA 試薬(15% w/v TCA – 0.375% w/v TBA – 0.1 M HCl) 5 ml
を加えた．遠心管の蓋を閉めてよく振り混ぜた後，沸騰水中で 10 分間加熱し，流水中
で室温まで冷却した．5500 × gで 10 分間遠心分離した後，上澄液の吸光度を 532 nm で
測定した．マロンアルデヒドビス(ジメチルアセタール)(MDA)標準検量線から，試料の
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TBARS (mg MDA・kg-1)を算出した． 
5-2-10 SDS-PAGE によるタンパク質組成の分析 
1-2-11 に記載した方法で SDS-PAGE を行った． 
5-2-11 統計処理 
 1-2-14 に記載した方法で統計処理を行った． 
5-3 実験結果および考察 
5-3-1 すり身フィルムの酸素透過性(PO2) 
 食品包装にはさまざまな機能が必要であるが，それら機能の中でガスバリア性は最も
重要なものの一つである．特に雰囲気の酸素量と脂質酸化による食品品質低下との関係
はよく知られている(田辺，1987)．そこで，酸化に敏感な食品内容物に対しては，フィ
ルムの酸素透過性の測定が不可欠である． 
 OPPフィルムとすり身フィルムのPO2をTable 5-1に示す．OPPフィルムのPO2は442.5 
× 10-16 mol·m·m-2·s-1·Pa-1であり，すり身フィルムの PO2は 3.0~7.4 × 10-16 mol·m·m-2·s-1·Pa-1
であった．すり身フィルムの酸素透過性は，OPP フィルムより 100 倍程低いことが明ら
かになった．一方，大須賀(2000)は OPP フィルムより 100 倍程低いプラスチックスフィ
ルムにはポリ塩化ビニリデン(PVDC)フィルム，PVDC 塗布 OPP フィルム，PVDC 塗布
ポリアミドフィルムなどがあり，すべてハイバリアーフィルムであると報告している．
これらのことから，すり身フィルムは優れた酸素バリアー性を持っていることが示唆さ
れた．また，本研究で得られたすり身フィルムの酸素透過性は，魚類筋原繊維タンパク
質フィルム(2.9 × 10-16 mol·m·m-2·s-1·Pa-1 at 25°C, RH 86%; 8.7 × 10-16 mol·m·m-2·s-1·Pa-1 at 
25°C, RH 93%; Gontard ら，1996)と同レベルである．タンパク質フィルムの酸素バリヤ
ー性はタンパク質分子の極性に大きく依存することが報告されている(Krochta, 2002)．
すなわち，一般にタンパク質フィルムの水蒸気透過性は高いが，酸素透過性は比較的低
いわけである． 
 一方，酸性側で調製したすり身フィルムの PO2は中性側で調製したものより低く，フ
ィルム形成溶液を 70°C で加熱処理するとさらに低下することが判明した(Table 5-1)．pH 
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7 で調製したすり身フィルム形成溶液中のタンパク質溶解度は約 10%である(Fig. 1-1)が，
pH 3 で調製するとタンパク質の溶解度は 65%まで上昇し，さらに加熱すると 78％まで
増加することを第 3 章で明らかにした．この傾向は，すり身フィルムの酸素透過性と負
に相関する．Lupano ら(1999)は，調製したホエータンパク質ゲル微細構造がホエータン
パク質の等電点から離れるに従って均一になることを観察している．また，藤田ら
(2006)は加熱条件によるアクトミオシンゲル形成に関して検討した結果，均一な微細構
造は細かく緻密なネットワーク構造を意味しており，ゲル中に空洞領域の総面積が少な
くなることを報告している．そこで，タンパク質溶解度の高いすり身フィルム形成溶液
を 25°C で乾燥する間に，溶解したすり身タンパク質分子間の絡み合いにより，すり身
フィルム中のタンパク質間に存在する隙間が緻密になり，酸素はフィルムを透過しにく
くなったと考えられる． 
 また，フィルム形成溶液を 70°C で加熱処理して調製したすり身フィルムを，イワシ
油に一晩 40°C で浸漬し，表面のイワシ油をきれいに拭き取ったすり身フィルムの酸素
透過性はさらに低下した(Table 5-1)．フィルムのタンパク質分子間に侵入したイワシ油
がフィルムに存在する隙間を減少させて，酸素の透過をさらに抑制したのであろう． 
5-3-2  すり身フィルムの抗酸化性 
 DPPH はエタノール中で安定なラジカルであり，ラジカル捕捉能の測定に幅広く使用
されている．また，DPPH ラジカル捕捉能は，抗酸化剤の水素供与能を示すことも報告
されている(Guerard and Suyama-Martinnez，2003)．さらに，DPPH ラジカル捕捉能は魚
類皮ゼラチンフィルムが有する抗酸化能の指標としても利用されている(Jongjareonrak
ら，2007)．DPPH 法によるすり身フィルムのラジカル捕捉能の測定結果を Fig. 5-2 に示
す．いずれの濃度でもラジカル捕捉能が認められ，すり身フィルムの濃度の増加に伴い
ラジカル捕捉能を増加したことから，すり身フィルムに水素供与体が存在することは明
らかである．しかしながら，すり身フィルム粉末 1 g は，アスコルビン酸 2.04 ± 0.15 mg
のラジカル捕捉能に相当したことから，すり身フィルムはラジカル捕捉剤として特に優
れているわけではない． 
 一方，抗酸化能の指標として，すり身フィルムの還元力の測定(Yen and Hsieh，1995)
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も行った．Fig. 5-3 にすり身フィルムの還元力に及ぼすフィルム濃度の影響を示す．い
ずれの濃度でもフィルムは還元力を有し，フィルムの濃度に伴って還元力が増加した．
また，すり身フィルム粉末 1 g は，アスコルビン酸 2.20 ± 0.20 mg の還元力に相当する
ことが分かった．この傾向は DPPH ラジカル捕捉能と一致しており，すり身フィルムは
ある程度の抗酸化能を持っていることが示唆された． 
 さらに，すり身フィルムの抗酸化能を明らかにするために，すり身フィルムを浸漬し
たイワシ油を 40°C で貯蔵し，その間のイワシ油の PV と TBARS を測定した．魚油はイ
コサペンタエン酸(eicosapentaenoic acid，EPA)やドコサヘキサエン酸(docosahexaenoic 
acid，DHA)のような高度不飽和脂肪酸を多く含有するため，保存中に自動酸化されや
すいことは周知の事実である(宮川，1965)．Fig. 5-4 に示すように，イワシ油を 40°C 暗
所で保存すると，貯蔵初期では PV が 11.7 meq・kg-1であったが，貯蔵 5 日後には 1611.2 
meq・kg-1 まで増加し，イワシ油の酸化は速やかに進行した．一方，すり身フィルムを
イワシ油に浸漬すると，イワシ油の PV の増加はある程度抑制され(Fig. 5-4)，このこと
からもすり身フィルムは抗酸化能を有することが裏付けられた．同様の傾向がイワシ油
の TBARS の変化にも認められた(Fig. 5-5)． 
フィルムのラジカル捕捉能(Fig. 5-2)，還元力(Fig. 5-3)，イワシ油の自動酸化に及ぼす
すり身フィルム浸漬の影響(Fig. 5-4，5-5)などの結果から，すり身フィルム自体が抗酸
化能を有すると結論できよう．タンパク質の酸化防止作用については，例えば whey 
protein isolate，soy protein isolate，sodium caseinate，gliadin や egg white などについて数
多くの報告がある(Faraji ら，2004; Taguchi ら，1988)．それらの抗酸化能については，
主として芳香族アミノ酸であるトリプトファン，チロシン，ヒスチジンおよび含硫アミ
ノ酸であるメチオニンなどのラジカル捕捉能に起因することが明らかにされている
(Faraji ら，2004; Taguchi ら，1988)．すり身タンパク質フィルムも芳香族アミノ酸と含
硫アミノ酸に富む(Table 1-1)ため，本章で得られた結果は彼らの報告と一致している． 
5-3-3 イワシ油酸化に及ぼすすり身フィルム包装の影響 
 OPP フィルムで包装したイワシ油を 40°C，40%RH で貯蔵し，その間のイワシ油の
PV と TBARS の変化を Fig. 5-6 に示す．2，3 日間の自動酸化誘導期を経てからイワシ
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油の PV と TBARS は増加した(Fig. 5-6)が，未包装の場合(Fig. 5-4，5-5)に比較してイワ
シ油の PV と TBARS の増加は抑えられた．イワシ油と空気との接触を OPP フィルムで
遮断することにより，イワシ油の自動酸化はある程度抑制できることが判明した．しか
しながら，20 日間貯蔵中に，イワシ油の PV は 10 から 840 meq・kg-1，TBARS は 50 か
ら 1250 mg MDA・kg-1まで上昇し(Fig. 5-6)，OPP フィルム包装ではイワシ油の酸化を抑
えることは不可能であった．これは OPP フィルムの PO2が高い(Table 5-1)ためと思われ
る． 
すり身フィルムで包装したイワシ油の PV の変化を Fig. 5-7 に示す．イワシ油の PV
は貯蔵(40°C, 40%RH)初期に少し増加し，引き続いて減少して 30 meq・kg-1位で一定値
となり，120 日間貯蔵してもイワシ油は酸化されなかった(Fig. 5-7 では 40 日間までのデ
ータしか表示していない)．このような傾向はすり身フィルムで包装したイワシ油に空
気を注入したサンプルでも認められたが，注入した空気の量が多いほど，イワシ油の
PV は高くなった(Fig. 5-7)．すなわち，すり身フィルム袋内の酸素量が多いほど，イワ
シ油は酸化されてヒドロキシペルオキシドの生成量も多くなった．なお，空気未注入の
サンプルで貯蔵初期に PV がある程度増加したのは，油中の溶存酸素に起因したのであ
ろう．その後の PV がほぼ変化しなかったことは，すり身フィルムの酸素透過性が極め
て低いことを裏付けている． 
次に，3ml 注入した空気中の酸素濃度を定期的に測定した(Fig. 5-8)．貯蔵開始時に酸
素濃度は 21％であったが，貯蔵 5 日目には約 2％まで減少した．すなわち，すり身フィ
ルム袋内に注入した酸素は，イワシ油の自動酸化によって消費されたことが明白である． 
すり身フィルムで包装したイワシ油の TBARS の変化を Fig. 5-9 に示す．イワシ油の
TBARS は貯蔵中に約 20 mg MDA・kg-1まで減少して一定となった．一方，すり身フィ
ルムで包装した油に空気を注入すると，TBARS はある程度増加してから減少した．注
入した空気の量が多いほど，イワシ油の TBARS は高くなったが，貯蔵 5 日後位から
TBARS は意外にも減少した．TBARS はマロンジアルデヒドをはじめとしたアルデヒド
類を定量している(Janero, 1990)．また，アルデヒド類はタンパク質分子の架橋反応を起
こすことが報告されている(Laguerre ら，2007)．従って，TBARS が貯蔵中に減少したの
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は，イワシ油の酸化によって生じた 2 次生成物であるアルデヒド類が，すり身フィルム
タンパク質と反応してタンパク質の重合をもたらしたためと考えた． 
そこで，イワシ油を包装したすり身フィルムのタンパク質組成の貯蔵中における変化
を SDS-PAGE により分析した．Fig. 5-10 に示すように，貯蔵時間に伴いすり身フィルム
の MHC は減少し，注入した空気の量が多いほど速やかであった．空気未注入サンプル
において貯蔵 20 日後に MHC バンドはある程度残っていたが，2ml あるいは 3ml の空気
を注入したサンプルでは MHC バンドはほとんど消失した．また，Fig. 5-10 から明らか
なように，アクリルアミドゲルに侵入できない高分子画分が貯蔵中に増加する傾向が観
察されたため，各フィルムサンプルのタンパク質の可溶化率を測定した．可溶化率は，
SDS-PAGE 用サンプルの調製に用いた可溶化溶液(2% SDS + 8 M 尿素＋20 mM Tris-HCl 
(pH8.8) ＋2% 2-メルカプトエタノール溶液)に 24 時間振蘯後，10000× g で 30 分間遠心
分離して得られた上澄液のタンパク質濃度から算出した．包装したすり身フィルムのタ
ンパク質可溶化率の変化を Fig. 5-11 にまとめる．MHC バンド消失の傾向(Fig. 5-10)と同
様に，注入した空気の量が多いほど，すり身フィルムのタンパク質可溶化率は減少した．
また，フィルムの MHC バンドがほとんど消失する頃に可溶化率が約 80%まで低下する
ことが Fig. 5-10 と Fig. 5-11 から伺われる．なお，当然のことであるが，本可溶化液に
不可溶の部分は Fig. 5-10 の SDS-PAGE パターン上には現われて来ない．これらのこと
から，注入した空気の量が多いほど，イワシ油の酸化により 2 次生成物であるアルデヒ
ド類がより多く生じ，すり身フィルムのタンパク質 MHC の重合化を促進させたと考え
られる． 
以上の結果を総括すると，すり身フィルム包装のイワシ油酸化防止効果は次のように
まとめられる．すり身フィルム袋内に空気が存在していない場合，すり身フィルムの優
れた酸素バリヤー性(Table 5-1)と抗酸化能(Figs. 5-2，5-3，5-4，5-5)により，イワシ油の
自動酸化はほぼ完全に防ぐことができる．一方，すり身フィルム袋内に空気が存在して
いる場合，イワシ油酸化の結果生じた 2 次生成物であるアルデヒド類は，すり身フィル
ムタンパク質の主要成分である MHC の重合反応に関与し(Fig. 5-10)，最終的にすり身フ
ィルム袋内の酸素が消費され(Fig. 5-8)，イワシ油の自動酸化連鎖反応が停止される． 
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5-4 まとめ 
  本章では，可食性すり身フィルム包装によるイワシ油の酸化防止効果について検討し，
以下のような結果を得た． 
(1) すり身フィルムの PO2 は，プラスチックスフィルム(OPP)より 100 倍程低いことが
分った． 
(2) すり身フィルムのラジカル捕捉能，還元力並びにフィルムを浸漬したイワシ油の酸
化進行程度から，すり身フィルム自体が抗酸化機能をある程度持つことが示唆され
た． 
(3) OPP フィルムで包装したイワシ油の酸化はある程度抑制されたが，すり身フィルム
で包装すると 120 日経っても酸化は進行しなかった． 
(4) すり身フィルムで包装したイワシ油に空気を注入すると，イワシ油の PV と TBARS
は増加してから減少した． 
(5) 注入した空気の量が多いほど，イワシ油の PV と TBARS は顕著に増加した．また，
貯蔵中にすり身フィルムの MHC は脂質酸化によって生成するアルデヒド類による
架橋反応を介して重合した． 
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Fig. 5-2  Scavenging effect of surimi film powders on DPPH radicals. (n=5). 
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Fig. 5-3  Reducing power of surimi film powders. (n=5). 
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Fig. 5-4  Changes of peroxide values of sardine oil with immersed surimi films 
 during the storage at 40°C. (n=3). 
 
control, with immersed surimi films 
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Fig. 5-5  Changes of TBARS of sardine oil with immersed surimi films 
during the storage at 40°C. (n=3). 
control, with immersed surimi films 
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Fig. 5-6  Changes of peroxide values and TBARS of sardine oil packed in  
oriented polypropylene film pouches during the storage at 40°C. (n=3) 
POV, TBARS 
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Fig. 5-7  Changes of peroxide values of sardine oil backfilled with 2 ml or 3 ml air in surimi  
film pouches during the storage at 40°C. (n=3). 
control (without air), with 2ml air, with 3ml air 
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Fig. 5-8  Changes of oxygen concentration in surimi film pouches containing  
sardine oil backfilled with 3 ml air. (n=3). 
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Fig. 5-9  Changes of TBARS of sardine oil backfilled with 2 ml or 3 ml air in surimi film  
pouches during the storage at 40°C. (n=3).  
control (without air), with 2ml air, with 3ml air 
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Fig. 5-10  SDS-PAGE patterns of proteins in surimi film pouches used to store sardine oil with 2ml or 3ml 
air.  
M: Standard molecular weight mixture. 
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Fig. 5-11  Protein solubility of surimi film pouches in the dissolving solution. 
control (without air), with 2ml air, with 3ml air 
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Table 5-1. Oxygen permeability (PO2) of oriented polypropylene (OPP) film and edible protein films 
prepared from Alaska pollack surimi* 
Surimi films 
 OPP film 
pH 7 pH 3-A pH 3-B pH 3-C 
PO2 
(×10-16 mol·m·m-2·s-1·Pa-1) 
442.5 ± 12.5a 7.4 ± 0.6b 5.2 ± 0.3c 4.8 ± 0.3c 3.0 ± 0.3d 
pH 3-A: Surimi films prepared from film-forming solutions (pH 3). 
pH 3-B: Surimi films prepared from film-forming solutions (pH 3) heated at 70°C for 20 min. 
pH 3-C: pH 3-B surimi films immersed in sardine oil for 24 h at 40°C. 
*Values are mean ± standard deviation; n=3. Any two means in the same row followed by the same letter are 
not significantly different (p>0.05). 
第 6 章 総括と展望 
 現在，石油を原料として世界全体で年間約 2 億 3000 千万トンのプラスチックス(2005
年，Fig. 2)が生産されており，その生産量は増加し続けている．持続可能な社会を構築
する上で，有限な石油資源の節約と再資源化が可能な原料の開発は重要である．昨今の
容器包装リサイクルが定着する中で，分別回収や再商品化が難しいプラスチックスフィ
ルムなどの包装材を減らすために，易廃棄性，生分解性などの新しい機能を付与した包
装材に関する研究開発が進められている．中でも，可食性フィルムは食品の品質を保持
できる上，環境に対して汚染をもたらさないため，それらに関連する研究開発と実用化
をめぐる動きが一層活発になっている． 
このような状況下，東京海洋大学食品生産科学科食品加工学研究室では，水産加工残
滓の有効利用や環境に優しい包材の開発を目的として，可食性魚肉水溶性タンパク質フ
ィルム(Iwata ら，2000)や魚類筋原繊維タンパク質フィルム(Shiku ら，2003)などの研究
開発を行ってきた．その一環として本研究では，スケトウダラ冷凍すり身をはじめとし
たすり身の新規利用方法も含めて，可食性すり身フィルムの開発を検討した． 
第 1 段階(第 1 章)では，フィルムの性状に及ぼすフィルム形成溶液の pH の影響に着
目し，pH 変化によりフィルムの形成メカニズムが影響を受けることについて考察した．
第 2 段階(第 2，3 章)では，すり身フィルムの性状改善特に強度向上を試みた．その中
で，すり身フィルムの強度と MHCの分解程度との定量的関係を明らかにした．さらに，
フィルム形成溶液の加熱により内在酸性プロテアーゼを失活させ，結果として MHC の
分解を抑え，すり身フィルムの最適形成条件を見出した．第 3 段階(第 4，5 章)では，
スケトウダラすり身フィルムの実用化に向けた検討を行った．具体的には，すり身フィ
ルムの保存中の性状変化，すり身フィルムのヒートシール性について調べた上で，すり
身フィルムの抗酸化能とイワシ油の酸化に及ぼすフィルム包装の影響を検討した． 
第 1 章において，スケトウダラ冷凍すり身タンパク質を pH 変化により可溶化させて
フィルムの調製を試みた．その結果，pH5～6 以外の範囲でフィルムの形成が可能であ
ることを明らかにした．フィルムの引っ張り伸び率(EAB)および水蒸気透過性(WVP)は
pH の影響をほとんど受けなかった．すり身タンパク質の等電点(pH5.2～5.5)から離れる
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に従って，フィルムの強度は増加したが，特に酸性側で調製したフィルムの強度が最も
高く，透明になった．酸性とアルカリ条件下で，すり身フィルムの形成メカニズムが異
なることは特筆に値する．酸性側で調製したすり身フィルムではタンパク質のミオシン
重鎖(MHC)の分解が確認され，フィルム形成に疎水性結合が重要な役割を果たしている
ことも明らかにした．一方，アルカリ性側で調製したすり身フィルムでは，疎水性結合
とジスルフィド結合がフィルム形成に主として関与していた． 
第 2 章では，スケトウダラ冷凍すり身の酸性側における MHC の分解に関与する酵素
は，内在性のカテプシン D とシステインプロテアーゼであり，それらの最適 pH と最適
温度はそれぞれ pH 3.0 と 45°C であることを明らかにした．一方，すり身フィルムの TS
と MHC の分解程度との間に高い相関が認められたが，MHC が完全に分解されてもフ
ィルムの強度はある程度保持されることから，すり身フィルムの強度に関与する要因は
MHC 量だけではなく，他の要因も存在する可能性が示唆された．さらに，すり身フィ
ルム形成中に，MHC の分解に伴いイオン結合と疎水性結合が増加することを認めた． 
第 3 章では，すり身タンパク質 MHC の分解抑制とすり身タンパク質溶解度の向上を
目的に，フィルム形成溶液の加熱処理について検討した．タンパク質溶解度は加熱処理
により向上し，100°C で最も高くなった．タンパク質の表面疎水性基量と SH 基量の測
定結果より，pH 3 における加熱処理はすり身タンパク質の unfolding を促進させ，タン
パク質溶解度の増加をもたらすことが判明した．一方，100°C で 10 分間以上加熱する
と MHC の加水分解が生じることから，可食性すり身フィルムの最適形成条件は，フィ
ルム形成溶液(pH 3)の 70°C‐20 分間加熱であることを明らかにした．この条件下で加
熱すると，内在酸性プロテアーゼは失活した上で，タンパク質の高次構造がランダムコ
イル状にほどけた unfolding 状態となり，これらタンパク質分子間に主として疎水性結
合を介した絡み合いが進行し，タンパク質ネットワークが形成されてすり身フィルムの
優れた性状がもたらされるのであろう． 
第 4 章においては，すり身フィルムが使用されるまでの保存期間中に生じる性状変化
に関する調査を行った結果，40°C，RH 40%保存中にすり身フィルムが褐色化すること
を明らかにした．また，保存中にすり身フィルムの TS や WVP の増加，さらに紫外線
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透過率の減少を認めた．すり身フィルムの MHC は保存中に減少し，SDS-PAGE ゲルに
侵入できない高分子画分が増加したことから，すり身フィルムのタンパク質とショ糖が
加水分解されて生じた還元糖との間のメイラード反応の進行が示唆された．一方，すり
身フィルムはヒートシール性を有することが認められ，160～170°C がすり身フィルム
シール強度に対して最適ヒートシール温度領域であることを明らかにした．また，フィ
ルムのシール強度はグリセリンの添加により改善できることも分かった． 
第 5 章で，可食性すり身フィルム包装によるイワシ油の酸化防止効果について検討し
た結果，40°C で 120 日間経っても本フィルムで包装したイワシ油の酸化は進行しなか
った．これはすり身フィルム自体が抗酸化能をある程度持つこと，並びにすり身フィル
ムの酸素透過性が低いことに起因すると考えられた．すり身フィルムで包装したイワシ
油に空気を注入すると，イワシ油の PV と TBARS は増加してから減少した．注入した
空気の量が多いほど，イワシ油の PV と TBARS は顕著に増加した．また，貯蔵中にす
り身フィルムの MHC は，脂質酸化によって生成するアルデヒト類による架橋反応を介
して重合した． 
本研究で得られた以上の知見をまとめる．pH 変化によりタンパク質を可溶化させて
フィルムの調製を行った結果，等電点から遠ざかるほど，酸性でもアルカリ性でもタン
パク質溶解度が上昇し，溶解したタンパク質の絡み合いによりフィルムの強度が増加し
た．アルカリ性側で調製したすり身フィルムは不快なアンモニア臭を持っていること，
並びに酸性側から調製したフィルムの強度が最も高いことから，酸性側のすり身フィル
ムの性状改善を行った．pH 3 で調製したすり身フィルム形成溶液を 70°C で 20 分間加
熱すると，内在酸性プロテアーゼが失活するとともにすり身タンパク質溶解度が上昇し
たことから，結果としてフィルムの強度が向上した．得られたすり身フィルムは 40°C
保存中に TS が 12.5 MPa から 23.7 MPa まで増加した． 
Table 6-1 に他のタンパク質フィルムおよび合成フィルムの機械的性質の比較をまと
める．本研究で開発した可食性すり身フィルムの機械的性質がPGA添加すり身フィルム，
魚肉水溶性タンパク質，魚肉筋原繊維タンパク質，魚類筋肉タンパク質，大豆タンパク
質，小麦タンパク質などから調製したフィルムより優れ，ゼラチンフィルムより劣るが，
 106
LDPE合成フィルムに匹敵した．また，いずれのタンパク質フィルムでも，それらの強
度と伸び率は可塑剤の添加量を介して調整できる．本研究で得られたすり身フィルムは，
包装材としてケーシング，パウチ，ラップ，コーティングに用いられよう．また，すり
身フィルムが抗酸化能と優れた酸素バリヤー性を有することから，各種食品の酸化防止
やカビ抑制用の包装として利用されることを期待している． 
一方，冷凍すり身は-20°C 以下の低温で保存されるが，保存期間が長くなると品質低
下のため廃棄されたり，本来の目的に利用されない割合が多くなる．このような品質低
下したすり身や廃棄されるすり身を利用し，これらに付加価値をつける手段の一つとし
て可食性・生分解性フィルムを調製し，水産廃棄物の軽減化，未利用資源の有効利用を
図るのも本研究の目的の一つである． 
ここ数年，世界的にみて，環境問題に対する関心が高まり，食品包装材のリサイクル，
廃棄と焼却，環境ホルモン問題が食品業界に重くのしかかっている．そこで，本研究で
開発されたすり身タンパク質フィルムが，これら市場の要請に一日も早く応えるように
なることを期待している．さらに，抗酸化剤や抗菌剤などを用いて各種機能を付与した
すり身フィルムの更なる改良･開発を行い，可食性すり身フィルムをより進化させたも
のにしたいと考えている． 
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Table 6-1  Mechanical properties of protein-based edible films compared to plastic packaging films 
Film 
Film solution 
/treatment 
Film test conditon
TS 
(MPa) 
EAB 
(%) 
Reference 
Surimi proteins 
Distilled water, pH 3 
70°C-20min 
25°C, 50%RH 12.5~23.7 21.0~59.6 第 4 章 
SP:PGA:Gly 
=1:0.3:0.5 
Distilled water, pH 11 25°C, 50%RH 10.2 ± 0.5 91.8 ± 9.2 翁ら, 2006 
SP:Gly=1:0.5 
Bigeye snapper 
Distilled water, pH 3 
25°C-30min 
25°C, 50%RH 3.9 ±0.4 80 ± 17.7 Chinabhark ら, 2007 
WSP:Gly=1:0.5 
Distilled water, pH 3 
70°C-60min 
25°C, 50%RH 5.5 ± 0.5 45 ± 5 Iwata ら, 2000 
MFP:Gly=1:0.5 
Distilled water, pH 3 
25°C-30min 
25°C, 50%RH 15.2 ± 1.9 27.6 ± 9.5 Shiku ら, 2003 
MP:Gly=1:0.5 
Distilled water, pH 3 
25°C-30min 
25°C, 50%RH 3.1 ± 0.6 89.5 ± 9.4 Hamaguchi ら, 2007 
Gelatin:Gly 
=1:0.5 
Distilled water 
70°C-30 min 
25°C, 50%RH 42.6 ± 4.7 23.6 ± 2.5 
Jongjareonrak ら, 
2008 
SPI:Gly=5:3 
Distilled water, pH 9 
85°C-30min 
25°C, 50%RH 3.7 ± 0.2 152.6± 5.6 Ou ら, 2004 
WG:Gly=2:1 
(Gliadin-rich) 
50 % EtOH, pH 6.75, 
80°C-24 h 
23°C, 50%RH 
13.8 ± 1.0
 
20 ± 4.8 
 
Hernández-Muñozら,
2004 
WG:Gly=2:1 
(Glutenin-rich) 
50 % EtOH, pH 5.0, 
70°C-24 h 
23°C, 50%RH 15.8 ± 1.5 19 ± 5 
Hernández-Muñozら,
2004 
WPI: Gly=1:0.3 
Distilled water 
90°C-30 min  
Room temperature 
50%RH 
6.9 ± 0.4 76.7 ± 9.6 Osés ら, 2008 
WPI: Sor=1:0.3 
Distilled water 
90°C-30 min 
Room temperature 
50%RH 
12.1 ± 1.3 4.4 ± 0.5 Osés ら, 2008 
LDPE   16.5 ± 0.9 >1000 Shiku ら, 2003 
OPP   50.7 ± 8.2 73 ± 27 Shiku ら, 2003 
PVDC   65.6 ± 10 18 ± 5 Shiku ら, 2003 
TS= tensile strength, EAB=elongation at break, SP=surimi proteins, PGA=propyleneglycol alginate, 
WSP=water soluble proteins, MFP=myofibrillar proteins, MP=muscle proteins, SPI=soy protein isolate, 
WG= wheat gluten; WPI=wheat protein isolate, Gly=glycerin, Sor=sorbitol, LDPE=low-density 
polyethylene, OPP=oriented polypropylene, PVDC=polyvinylidene chloride. 
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